Efecto de los mediadores metabólicos leptina, IL-6 y estradiol en la activación microglial e implicación en la momeostasis energética en diferentes modelos de inflamación sistémica crónica by Tapia González, Silvia
  
 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID 
 
FACULTAD DE MEDICINA 












EFECTO DE LOS MEDIADORES METABÓLICOS 
LEPTINA, IL-6 Y ESTRADIOL EN LA ACTIVACIÓN 
MICROGLIAL E IMPLICACIÓN EN LA 
HOMEOSTASIS ENERGÉTICA EN DIFERENTES 




Memoria para optar al grado de Doctor en la UAM de la licenciada 
 





Dra. Julie Ann Chowen King 





















Este trabajo ha sido realizado con cargo a proyectos del Ministerio de Ciencia e 
Innovación (SAF 2002-00652, SAF 2005- 00272), del FIS (PI070182), de la Unión 
Europea (proyecto Estrogens and Women Ageing:Specific Targeted Research Project-
UE) y al CIBER de Fisiopatología de la Obesidad y Nutrición (Instituto de Salud Carlos 
III). 
 
Agradezco enormemente haber recibido financiación del Ministerio de Ciencia e 
Innovación dentro del Programa de Formación de Personal Investigador (FPI, ref. BES- 
2003-2096) y del CIBER de Fisiopatología de la Obesidad y Nutrición (Instituto de 
Salud Carlos III). 
 
El trabajo de esta Tesis ha sido realizado en el laboratorio del Prof. Dr.Luis Miguel 
García Segura en el Instituto Cajal (Madrid) y en el laboratorio de la Dra. Julie Ann 
Chowen y el Prof. Dr. Jesús Argente, en el Servicio de Endocrinología del Hospital 
Infantil Universitario Niño Jesús (Madrid). 








1. LA COMUNICACIÓN ENTRE EL SISTEMA INMUNE PERIFÉRICO Y EL 
CEREBRO…………………………………………………………………………………………..15 
 
2. FUNCIONES DE LAS CITOQUINAS EN EL SNC……………………………………….....18 
 
3. MODULADORES NEUROENDOCRINOS E INMUNES…………………………………...19 
 
3.1 La leptina……………………………………………………………………………………..19 
 
 La fisiología de la leptina y su receptor…………..…………………………..…………….19 
 El papel de la leptina en la regulación metabólica…..…….…….……………………….... 23 
 La acción de la leptina en la inmunidad....….…….………………………….…………..... 24 
 La leptina y el sistema reproductor….……………………………………………………...24 
 
3.2 La IL-6……………………………………………………………………………………….25 
 
 La fisiología de la IL-6 y su receptor…………..…………………………..……………….25 
 Funciones fisiológicas de la IL-6…………..…………………………..…………………...28 
 La IL6 y el sistema nervioso y endocrino…………..…………………………..…………..29 
 La IL-6 y la reproducción…………..…………………………..…………………………..30 
 
3.3 El estradiol…………………………………………………………………………………...30 
 
 Mecanismos de acción de las hormonas sexuales en el SNC……..………………………...31 
 Estructura y función de los receptores de estrógeno………………………………………..33  
 El estradiol en la fisiología reproductiva………………….………………………………...34 
 El papel neuroprotector y antiinflamatorio del estradiol en el SNC………………………...35 
 La función metabólica del estradiol………………..………………………………………..35 
 
4. SERMS: MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES DE 
ESTRÓGENO……………..………………………………………………………………………..37 
 





 - 2 -
MATERIAL Y MÉTODOS………………………………………………...45 
 
1. MATERIAL BIOLÓGICO EMPLEADO……………………………………………………..46 
 
1.1 Muestras de tejido cerebral de rata………………………………………………………..46 
1.2 Líneas celulares……………………………………………………………………………...46 
 
2. PROTOCOLOS GENERALES………………………………………………………………...47 
 
2.1 Ovariectomía……………………………….………………………………………………47 
2.2 Implantación de minibombas osmóticas……………….…………………………...…….47 
2.3 Diseño experimental…………………….………………………………………………….48 
 
• MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN IN VIVO…………………………………………...48 
2.3.1 Modelo de sobrenutrición postnatal………………………………………………........48 
2.3.2 Modelo de tratamiento crónico con leptina intracerebroventricular (icv)………….…..49 
2.3.3 Modelo de inflamación in vivo…………………………………………………………50 
• MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN IN VITRO………………………………………….53 
2.3.3 Modelo de inflamación in vitro………………………………………………………...53 





2.5 Inmunohistoquímica y tinciones celulares…………………………………………………55 
 
2.5.1 Marcaje simple por inmunoperoxidasa………………………………………………...55 
2.5.2 Marcaje doble por inmunoperoxidasa frente a IL6-Rα y MCH………………………..56 
2.5.3 Inmunohistoquímica doble por fluorescencia………………………………………….57 
2.5.4 Controles de especificidad……………………………………………………………..57 
2.5.5 Tinción con verde de metilo……………………………………………………………57 
 
2.6 Métodos de valoración y cuantificación……………………………………………………59 
 
2.6.1 Análisis morfométrico: La técnica del disector óptico………………………………...59 
2.6.2 Análisis estereológico en el modelo de sobrenutrición postnatal……………………...59 
• Células MHC-II inmunorreactivas…………………………………………………….59 
• Células  IL-6Rα inmunorreactivas…………………………………………………….60 
• Células  IL-6Rα y MCH inmunorreactivas………………………………………..…..60 
2.6.3 Análisis estereológico en el modelo de tratamiento crónico con leptina (icv)………...61 
• Células MHC-II inmunorreactivas…………………………………………………….61 
2.6.4 Análisis estereológico en el modelo de inflamación in vivo…………………………...61 
• Células OX-42 y MHC-II inmunorreactivas………………………………………..…61 
• Células  IL-6Rα inmunorreactivas………………………...…………………………..61 
 - 3 -
• Células OX-42 inmunorreactivas que presentan el ERα…………………………...….62 
 
2.7 Obtención de proteínas…….………………………………………………………………..62 
 
2.7.1 Tejido…………………………………………………………………………………..62 
2.7.2 Línea celular BV-2……………………………………………………………………..63 
 
2.8 Electroforesis y Western blotting………………………………………………………...…63 
 
2.9 Extracción de ARN, retrotranscripción (RT) y PCR cuantitativa en tiempo real.……...65 
 
2.9.1 Oligonucleótidos cebadores empleados………………………………………………..66 
 
2.10 Técnica ELISA  para la determinación de la leptina sérica…………………..…………67 
 




1. MODELO DE SOBRENUTRICIÓN POSTNATAL………………………………………….70 
 
1.1 Efecto de la sobrenutrición postnatal en el incremento de peso de ratas 
macho………………………………………………………………………………...70 
 
1.2 Efectos del sobrepeso en las células de microglía………………………………....70 
1.2.1 Microglía inmunorreactiva para el MHC-II en el hipotálamo…………………………70 
1.2.2 Microglía inmunorreactiva para el MHC-II en el cerebelo…………………………….73 
 
1.3 Efectos del sobrepeso sobre la IL-6 y el IL-6Rα…………………………………..75 
1.3.1 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα en el hipotálamo……………………………………..75 
1.3.2 Distribución del IL-6Rα en el hipotálamo……………………………………………..75 
1.3.3 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα en el cerebelo………………………………………...80 
1.3.4 Distribución de la IL-6 en el cerebelo………………………………………………….81    
1.3.5 Distribución del IL-6Rα en el cerebelo………………………………………………...82 
 
1.4 Localización de la inmunorreactividad del IL-6Rα en las neuronas MCHérgicas 
del hipotálamo……………………………………………………………...………..84 
 
2. MODELO DE TRATAMIENTO CRÓNICO CON LEPTINA (ICV)……………………….86 
2.1 Efectos de la leptina en el hipotálamo…………………………………………………86 
2.1.1 Microglía inmunorreactiva para MHC-II………………………………………………86 
2.1.2 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα………………………………………………………..87 
2.1.3 Niveles de los receptores de estrógeno………………………………………………...88 
 - 4 -
 
2.2 Efectos de la leptina en el cerebelo………………………………………………….…88 
2.2.1 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα………………………………………………………..88 
2.2.2 Niveles de los receptores de estrógeno en el cerebelo…………………………………89 
 
3. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VITRO…………………………………………………...90 
 
3.1 Efectos del LPS y la leptina en las células BV-2…………………………………………...90 
3.1.1 Niveles de COX-2 y PCNA……………………………………………………………90 
3.1.2 Niveles del IL-6Rα……………………………………………………………………..92 
3.1.3 Expresión del gen de la IL-6…………………………………………………………...92 
3.1.4 Niveles de SOCS-3…………………………………………………………………….93 
3.1.5 Niveles del ERβ………………………………………………………………………..94 
 
3.2 Efectos del LPS y el estradiol en las células BV-2…………………………………………95 
3.2.1 Niveles de COX-2 y PCNA…………………………………………………………....95 
3.2.2 Niveles del IL-6Rα…………………………………………………………………….97 
3.2.3 Expresión del gen de la IL-6…………………………………………………………...97 
3.2.4 Niveles del ERβ………………………………………………………………………..98 
 
3.3 Efectos de la IL-6 y el estradiol en las células BV-2……………………………………….99 
3.3.1 Niveles del IL-6Rα……………………………………………………………………..99 
3.3.2 Niveles del ERβ……………………………………………………………………….100 
 
3.4 Efectos de la leptina y el estradiol en las células BV-2…………………………………...101 
3.4.1 Niveles del IL-6Rα……………………………………………………………………101 
 
4. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VIVO………………………………………………...….102 
 
4.1 Efecto del LPS sobre el peso corporal y los niveles de leptina………………………......102 
 
4.2 Modulación de la IL-6 y el IL-6Rα en el cerebelo………………………………………..103 
 
4.2.1 Efectos del LPS y de compuestos estrogénicos sobre las células inmunorreactivas para 
la IL-6………………………………………………………………………………………103 
4.2.2 Efectos del LPS y de compuestos estrogénicos sobre las células inmunorreactivas para 
la IL-6Rα……………………………………………………………………………………105 
 
4.3 Modulación de la activación microglial en el cerebelo…………………………………...108 
 
4.3.1 Efectos del LPS sobre la microglía…………………………………………………...108 
4.3.2 Efectos de los compuestos estrogénicos sobre la microglía en ratas macho………….109 
4.3.3 Efectos de los compuestos estrogénicos sobre la microglía en ratas hembra, iniciando el 
tratamiento una semana después de la ovariectomía………………………………………..112 
4.3.4 Efectos de los compuestos estrogénicos sobre la microglía en ratas hembra, iniciando el 
tratamiento 1 mes después de la ovariectomía………………………………………...........115 
4.3.5 Expresión de los receptores de estrógeno en la microglía……………………............118 
 - 5 -





1. MODELO DE SOBRENUTRICIÓN POSTNATAL Y DE TRATAMIENTO CRÓNICO 
CON LEPTINA (ICV)……………………………………………………………………………124 
 
La microglía se activa en el cerebro de ratas con sobrepeso………………………………..124 
La leptina induce la activación microglial hipotalámica……………………………………127 
El sobrepeso y la leptina icv causan variaciones en los niveles de la IL-6 y del IL-6Rα en el 
cerebro………………………………………………………………………………………131 
La distribución del IL-6Rα sufre alteraciones en el cerebro de las ratas con sobrepeso…...136 
El sobrepeso incrementa la densidad de neuronas MCHérgicas/IL-6Rα en la ZI………….138 
La leptina modula al ERα en el hipotálamo y el cerebelo………………………………….139 
 
2. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VITRO………………………………………………….141 
 
Efectos del LPS y la leptina en las células BV-2…………………………………………...141 
Efectos del LPS y del estradiol en las células BV-2………………………………………..144 
 
3. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VIVO……………………………………………………147  
 
Efecto del LPS sobre el peso corporal y los niveles de leptina……………………………..147 
Modulación de la IL-6 y el IL-6Rα en el cerebelo………………………………………….149 











 - 6 -
ABREVIATURAS 
 
%GCs: porcentaje de guaninas-citosinas  
17β-HSD: óxido-reductasa de los 17 β-hidroxiesteroides 
3α-HSD: óxido-reductasa de los 3 α -hidroxiesteroides 
3β-HSD: óxido-reductasa de los 3 β -hidroxiesteroides 
ABC: complejo de avidina-biotina peroxidada 
ACh: acetilcolina 
ACTH: hormona adrenocorticotropina  
AD: 4-androstenodiona 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
AgRP: proteína relacionada con Agoutí 
AMPc: monofosfato de adenosina cíclico 
AP: área postrema 
APP: proteína precursora amilácea 
APPs: proteínas de fase aguda en el hígado  
Arc: núcleo arcuato 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNm: ARN mensajero 
BBB: barrera hematoencefálica 
BDNF: factor neurotrófico derivado del cerebro 
bFGF: factor de crecimiento fibroblástico básico  
BSA: albúmina sérica bovina  
CART: tránscrito regulado por cocaína-anfetamina 
CCK: colecistoquinina  
CD-200: antígeno derivado del clon 200 
CD-200R: receptor de CD200 
cDNA: ADN complementario 
CNTF: factor neurotrófico ciliar  
COX-2: ciclooxigenasa -2 
CRH: hormona liberadora de corticotropina 
CSF: líquido cefalorraquídeo  
CT-1: cardiotropina 1 
CTB: toxina del cólera B 
CVOs: órganos circunventriculares  
CYP11A (P450 scc): citocromo P450 que corta la cadena lateral del colesterol 
CYP17 (P450 c17): citocromo P450 con actividad 17α- hidroxilasa / 17, 20 liasa; 
CYP7B1: citocromo P450 con actividad hidroxicolesterol 7α –hidroxilasa 
Cyp-40: ciclofilina 40 
DA: área hipotalámica dorsal  
DAB: diaminobencidina 
DBD: dominio de unión al ADN 
DHEA: dehidroepiandrosterona  
DMC: parte compacta del núcleo dorsomedial 
DMD: parte dorsal del núcleo dorsomedial 
DMN: núcleo dorsomedial 
DMNV: núcleo motor dorsal del vago  
DMSO: dimetilsulfóxido 
DMV: parte ventral del núcleo dorsomedial 
Abreviaturas 
 - 7 -
DnaJ/HSP-40: proteína de choque térmico 40 
dNTPs: desoxinucleótidos fosfato  
DPN: 2,3-bis (hidroxifenil) propionitrilo 
DVC: complejo dorsal vagal 
EBA: antígeno de la barrera endotelial  
EM: eminencia media 
ERE: elemento de respuesta a estrógenos 
ERK: quinasa regulada por señales extracelulares 
ERs: receptores de estrógenos 
ERα: receptor de estrógenos α  
ERβ: receptor de estrógenos β  
FSH: hormona folículo estimulante  
GABA: ácidoγ- aminobutírico 
G-CSF: factor de estimulación de colonias de granulocitos 
G-CSFR: receptor de G-CSF 
GH: hormona del crecimiento  
GLP-1: péptido del tipo glucagón 1 
GnRH: hormona liberadora de gonadotropina  
GR: receptor de glucocorticoides  
hERα: receptor de estrógenos α humano 
hERβ: receptor de estrógenos β humano 
HPA: eje hipotalámico-hipófisario-adrenal  
HPG: eje hipotalámico-pituitario-gonadal  
HSP-70: proteína de choque térmico 70 
HSP-90: proteína de choque térmico 90 
HSPs: proteínas de choque térmico  
icv: intracerebroventricular 
IGF-1: factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I 
IL-1, 6, 8, 10, 11, 12, 15, 18: interleuquinas 1, 6, 8, 10, 11, 12, 15 o 18 
IL-6R: receptor de IL-6 
IL-6Rs: receptor de IL-6 soluble  
IL-6Rα (gp80): subunidad α del receptor de IL-6 
IL-6Rβ (gp130 ó IL-6 ST): subunidad β del receptor de IL-6  
IL-8R : receptor de IL-8 
iNOS: óxido nítrico sintasa inducible  
IRS: proteína del sustrato del receptor de insulina  
JAK-2: proteína tirosina quinasa intracelular tipo 2 de la familia de las Janus quinasas 
JAKs: proteínas tirosín quinasa intracelulares de la familia de las Janus quinasas 
JNK: quinasa N-terminal de jun 
LBD: dominio de unión al ligando 
LC1: lipocortina 1  
LH: hormona luteinizante  
LHA: área hipotalámica lateral  
LIF: factor inhibidor de leucemia 
LIFR: receptor del factor inhibidor de leucemia 
LPS: lipopolisacárido bacteriano  
LTB4: leucotrieno B4  
MAPKs: proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MC3-R, MC4-R, MC5-R: receptores de melanocortina MC3, MC4 o MC5 
MCH: hormona concentradora de melanina 
Abreviaturas 
 - 8 -
MCP-1: proteína quimotáctica de monocitos-1  
MHC-II: complejo de histocompatibilidad de clase II 
MPOA: área preóptica media 
MR: receptor de mineralocorticoides 
NA: noradrenalina 
NF-IL-6: factor nuclear controlador de la expresión del gen de la IL-6  
NF-κB: factor nuclear κB  
NGF: factor de crecimiento nervioso 
NGS: suero de cabra  
NMDA: N-metil D aspartato 
NPY: neuropéptido Y  
NR: receptores nucleares 
Nt: extremo N- terminal 
NT-3: neurotrofina-3  
NTD: dominio amino N-terminal 
NTS: núcleo del tracto solitario  
ObR: receptor de leptina  
ObRa, b, c, d, e, f: isoformas del receptor de leptina a, b, c, d, e, f 
OBRL: isoforma larga del receptor de leptina 
OBRS: isoforma corta del receptor de leptina 
OSM: oncostatina 
OSMR: receptor de oncostatina 
OVLT: órgano vascular de la lámina terminalis  
OX: quiasma óptico 
OXA: orexina-A  
PACAP: polipéptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria  
PaDC: cápsula dorsal del núcleo paraventricular 
PaLM: parte magnocelular lateral del núcleo paraventricular  
PaMP: parte parvicelular medial del núcleo paraventricular 
PaV: parte ventral del núcleo paraventricular  
PB: núcleo parabraquial  
PBS: tampón fosfato salino 
PCNA: antígeno nuclear de proliferación celular 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
Pe: área periventricular 
PFA: área perifornical 
PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa 
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo  
POA: área preóptica 
POMC: proopiomelanocortina 
PP: polipéptido pancreático 
PPT: 4,4',4''-(4-Propil-[1H] pirazol-1,3,5-triil) trisfenol 
PR: receptor de la progesterona  
PRL: prolactina 
PTP-1B: proteína fosfatasa 1B 
PVDF: difluoruro de polivinilo 
PVN: núcleo paraventricular 
PYY: péptido tirosina-tirosina 
ROS: especies de oxígeno reactivo  
RT: retrotranscripción 
Abreviaturas 
 - 9 -
RT-PCR: retrotranscripción seguida de amplificación por reacción en cadena de la 
polimerasa 
Sch: núcleo supraquiasmático 
SDS: dodecil sulfato sódico  
seEM: capa subependimal de la EM  
SERMs: moduladores selectivos de los receptores de estrógeno 
SFO: órgano subfornical 
SHP-2: proteína tirosina fosfatasa con dominios de homología 2 de Src 
SNC: sistema nervioso central 
SO: núcleo supraóptico 
SOCS-3: proteínas supresoras de la señalización de citoquinas de tipo 3 
STAT-1, 3, 5 o 6: transductor de la señal y activador de la transcripción tipo 1, 3, 5 o 6 
STATs: transductores de señal y activadores de la transcripción  
TfR: receptor de transferrina  
TGF-β: factor de crecimiento transformante  
TLRs: receptores tipo Toll 
Tm: temperatura de disociación  
TNFα: factor de necrosis tumoral α 
TRH: hormona liberadora de tirotropina 
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana 
VIP: péptido intestinal vasoactivo  
VLM: médula ventrolateral 
vm-Arc: zona más ventral del Arc  
VMN: núcleo ventromedial 
VMNC: parte central del núcleo ventromedial 
VMNDM: parte dorsomedial del núcleo ventromedial 
VMNVL: parte ventrolateral del núcleo ventromedial 
VPA: ácido valproico  
ZI: zona incerta  
α -MSH: hormona estimulante de melanocitos α  
α-MSH, ß-MSH y γ-MSH: hormona α, β y γ estimulante de melanocitos  
Introducción 

































 - 11 -
 El balance energético está regulado por mecanismos homeostáticos que están 
controlados  por el sistema digestivo, el tejido adiposo y el cerebro, particularmente el 
hipotálamo. La regulación periférica incluye señales humorales de adiposidad, que 
informan al cerebro de la masa de tejido adiposo, y señales de saciedad, mientras que el 
control a nivel central implica varios sistemas, como el neuropeptidérgico, el 
monoaminérgico y el sistema de endocanabinoides (Valassi y cols., 2008).  
 
 Durante la ingesta, las señales de saciedad originadas en el tracto 
gastrointestinal, llegan al SCN vía sistémica o a través del nervio vago, alcanzando el 
núcleo del trato solitario (NTS). Desde el NTS se proyectan fibras aferentes al núcleo 
arqueado o arcuato (Arc), en donde se integran las señales de saciedad con las de 
adiposidad, leptina e insulina (Hillebrand y cols., 2010) junto con las procedentes de 
áreas suprahipotalámicas y otros núcleos hipotalámicos, creando una red compleja de 
circuitos neuronales que finalmente, elaboran una respuesta integrada desencadenada 
por la ingesta (Valassi y cols., 2008).  
 
 Entre los factores orexigénicos y anorexigénicos más conocidos que regulan el 
comportamiento de la ingesta en humanos y roedores se encuentran (Tritos y cols., 
2003):  1) la insulina (Schwartz y cols., 1992; Bray, 2000); 2) la glucosa (Niijima, 
1983); 3) los ácidos grasos, lipoproteínas y cetonas (Langhans y cols., 1985; Fisler y 
cols., 1989, 1995), todos ellos considerados señales de saciedad; 4) los péptidos 
procedentes del sistema digestivo inhibidores del apetito, como el péptido tirosina-
tirosina (PYY), la oxintomodulina, el polipéptido pancreático (PP), el péptido del tipo 
glucagón 1 (GLP-1) y la colecistoquinina (CCK) (Tritos y cols., 2003; Chaudhri y cols., 
2006; Morton y cols., 2006; Crespo y cols., 2009), y la ghrelina, un péptido estimulador 
de la ingesta; 5) péptidos activos endocrinos, o adipoquinas, procedentes del tejido 
adiposo, con función anorexigénica, como la leptina, la adiponectina, resistina, las 
interleuquinas 1 (IL-1) y 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Kershaw y 
Flier, 2004; Fain, 2006; Iannone and Lapadula, 2010); 6) el estradiol y otras hormonas 
esteroideas (Ahima y cols., 2006); 7) neuropéptidos que se expresan en el sistema 
nervioso central (SNC), que incluyen péptidos anorexigénicos  como la 
proopiomelanocortina y el tránscrito regulado por cocaína-anfetamina (POMC y CART) 
en el Arc, péptidos derivados de POMC, como la hormona estimulante de melanocitos 
(α y β-MSH) y el polipéptido activador de la adenilato ciclasa de pituitaria (PACAP) en 
Introducción 
 - 12 -
el núcleo ventromedial (VMN), y neuropéptidos orexigénicos como el péptido 
relacionado con la proteína Agoutí y el neuropéptido Y (AgRP y NPY) en el Arc (Elias 
y cols., 1999; Beck y cols., 2000; Korner y cols., 2001; Horvath, 2005; Segal y cols., 
2005; Kurrasch y cols., 2007; Santos, 2009).  
 
 Otros péptidos involucrados en el control de la ingesta, con función 
anorexigénica, son: la hormona liberadora de tirotropina (TRH) en el núcleo 
paraventricular (PVN), la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la oxitocina. 
Como señales estimuladoras de la ingesta también participan  la hormona concentradora 
de melanina (MCH) y la orexina-A (OXA) (Williams y cols., 2004) en el área 
hipotalámica lateral (LHA) y en el área perifornical (PFA) (Valassi y cols., 2008).  
 
 La obesidad se produce cuando, durante un periodo de tiempo, la energía 
ingerida es superior al gasto energético. En un sujeto normal los niveles de leptina e 
insulina se elevan para provocar una respuesta neuronal que reduzca la ingesta, 
incrementando el gasto energético y evitando la expansión patológica del tejido graso 
(Seeley y cols., 1996). Este mecanismo parece estar alterado en las formas comunes de 
obesidad humana y en los modelos en roedores de obesidad inducida por la dieta, en los 
que se produce un consumo excesivo de comida apetecible, produciéndose la pérdida de 
la homeostasis energética (Posey y cols., 2009). En estos tipos de obesidad, el 
incremento de tejido graso va acompañado por la elevación en el plasma de los niveles 
de la leptina y la insulina, mientras que la ingesta de alimentos puede permanecer 
normal o elevada (Levin y Dunn-Meynell, 2002). Esto sugiere que la obesidad inducida 
por la dieta se caracteriza por la adquisición de una resistencia funcional del SNC a la 
insulina (De Souza y cols., 2005) y a la leptina (Munzberg y cols., 2004). La 
señalización defectuosa de la leptina está asociada a un incremento en los niveles 
hipotalámicos de ARNm de AgRP, NPY, y MCH y a una reducción del ARNm de 
POMC, α-MSH y CART (Stephens y cols., 1995; Ollmann y cols., 1997; Qu y cols., 
1996; Thornton, 1997; Kristensen y cols., 1998; Shutter y cols., 1997; Beck, 2000; Tian 
y cols., 2004). Estas alteraciones contribuyen a la ganancia de peso patológica (Fig. 1). 
 
 Además de las alteraciones en el sistema endocrino, se han observado cambios 
en el sistema inmune relacionados con la pérdida de la homeostasis energética durante 
la obesidad. En estudios previos se ha puesto en evidencia que la obesidad es una 
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enfermedad que puede ser considerada como un estado patológico de inflamación 
crónico, en donde se ven alterados los niveles de interleuquinas y 
adipoquinas/citoquinas en el tejido adiposo y en la circulación sistémica (Spiegelman y 
Hotamisligil, 1993; Kim, 2006). A este bajo grado de inflamación desencadenada 
metabólicamente se la ha llamado “metainflamación” y se piensa que es originado por 
un exceso de nutrientes y la alteración de las rutas metabólicas sensibles a la energía 














Fig. 1. La pérdida del equilibrio homeostático energético en la obesidad. A pesar de un aumento en los 
niveles de leptina, la aparición de la resistencia a leptina a nivel central provoca un desequilibrio en la 
producción de neuropéptidos involucrados en el control del peso corporal. Además la leptina podría 
regular directamente la función inmune a nivel periférico y central. 
 
 En distintos modelos animales de obesidad inducida por la dieta, así como en los 
humanos obesos, las citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y el TNFα (Greenberg y 
Obin, 2006; Shoelson y cols., 2006) y los niveles de leptina se encuentran 
incrementados en la circulación y tejidos metabólicamente activos como el hígado y 
tejido adiposo (Zhang y cols., 1994; Frederich y cols., 1995; West y York, 1998). En la 
obesidad, este estado inflamatorio ha sido relacionado con la aparición de diabetes tipo 
II, enfermedades cardiovasculares y diferentes tipos de cáncer (Flegal y cols., 2007). 
 
 La obesidad inducida por la dieta también causa inflamación a nivel de SNC, a 
la que  se ha involucrado con la alteración de la actividad hipotalámica y la resistencia a 
la leptina y a la insulina (De Souza y cols., 2005; Posey y cols., 2009; Velloso y cols., 
2008; Zhang y cols., 2008) (Figs. 1 y 2). 
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Resistencia a la insulina y a la leptina, diabetes tipo II, enfermedades 
cardiovasculares, cáncer
 
Fig. 2. Esquema que representa la interacción entre el sistema inmune, el cerebro y el órgano adiposo 
durante a obesidad. La producción de citoquinas en el tejido adiposo se incrementa con la obesidad, 
provocando un estado de metainflamación, que altera al sistema inmune, al SNC y que puede 
desencadenar enfermedades relacionadas con la obesidad. 
 
 A continuación repasamos los diferentes mecanismos por los cuales las señales 
inflamatorias periféricas llegan al cerebro, deteniéndonos en el papel fisiológico que las 
citoquinas desempeñan en el SNC. Seguidamente, presentamos las diferentes acciones 
de 3 moduladores endocrinos e inmunes: la leptina, la IL-6 y el estradiol, claves en la 
interacción entre el sistema inmune y el sistema endocrino, deteniéndonos en la 
estructura y la regulación de sus receptores, y los efectos de los moduladores selectivos 
de los receptores de estrógeno (SERMs) como agonistas del estradiol en el SNC. 
Finalmente, describimos la función de las células de microglía en el SNC y las posibles 
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1. La comunicación entre el sistema inmune periférico y el 
cerebro 
 La forma en que la información del sistema inmune periférico llega al cerebro, 
es llevada a cabo por dos vías diferentes: la humoral y la neural. En la forma humoral, 
las citoquinas alcanzan el cerebro atravesando la barrera hematoencefálica (BBB) por 
transporte activo (Banks y cols., 1991), o por difusión a través de los órganos 
circunventriculares (CVOs) sin BBB (Vitkovic y cols., 2000), por los vasos sanguíneos 
o los plexos coroideos (Schiltz y Sawchenko, 2002; Konsman y cols., 2004). Se 
consideran CVOs al órgano vascular de la lámina terminalis (OVLT), la eminencia 
media (EM), el órgano subfornical (SFO), y el área postrema (AP). Estas son áreas 
fenestradas por capilares que permiten el paso del plasma (Blatteis, 1992) y que están 
estratégicamente emplazados para detectar moléculas proinflamatorias sistémicas y para 
monitorizar cambios osmóticos, iónicos y en la composición hormonal de la sangre 
(McKinley y cols., 2003). Además, las uniones estrechas, presentes normalmente entre 
las células endoteliales, se ven alteradas parcialmente en la superficie ventricular y en el 
límite entre los CVOs y las estructuras adyacentes, explicando la difusión de moléculas 
de gran tamaño en la región perivascular (Mckinley and Oldfield , 1998). A partir de los 
vasos sanguíneos cerebrales también se puede producir la liberación de otros 
mensajeros secundarios tales como prostaglandinas (Ericsson y cols., 1997) (Fig. 3.1).  
 
 En la vía neural de comunicación entre el sistema inmune y el sistema nervioso, 
las moléculas proinflamatorias periféricas activan a los nervios aferentes primarios, 
como el nervio trigémino durante infecciones oro-linguales (Romeo y cols., 2001) y el 
nervio vago, durante infecciones viscerales y abdominales (Goehler y cols., 1997, 1999, 
2000; Ek y cols., 1998; Mascarucci y cols., 1998; Hosoi y cols., 2000). Los estímulos 
inmunológicos activan las aferencias vagales a través de las citoquinas liberadas por las 
células dendríticas, macrófagos y otras células inmunológicas asociadas al nervio vago, 
o indirectamente, a través de las células quimiorreceptivas asociadas al paraganglio 
vagal, que detectan los componentes que circulan por la sangre o la linfa (Goehler y 
cols., 1999; 2000). Esto desencadena la activación de neuronas en el complejo dorsal 
vagal (DVC) del bulbo raquídeo, que está constituido por el núcleo del tracto solitario 
(NTS), el núcleo motor dorsal del vago (DMNV) y el área postrema (AP) (Berthoud y 
Neuhuber, 2000; Konsman y cols, 2000). El DMV es un integrador autonómico 
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rombencefálico de la regulación de la ingesta (Grill y Kaplan, 2002). El NTS envía 
proyecciones entre otras áreas, al núcleo parabraquial (PB), la médula ventrolateral 
(VLM), a la amígdala, al núcleo supraóptico (SO) y a los núcleos hipotalámicos: PVN, 
dorsomedial (DMN) y Arc, involucrados en la regulación del comportamiento en la 
alimentación (Ricardo y Koh, 1978; Swanson y Sawchenko, 1980). Estos núcleos 
también reciben fibras eferentes procedentes de distintas áreas hipotalámicas 
involucradas en la regulación metabólica y de las funciones autonómicas, como el LHA 
(Jiang y cols., 2003), DMN y Arc, y la amígdala (Gray y cols., 1986). En diversos 
estudios se ha observado que la leptina, la ghrelina y el NPY podrían ejercer un efecto 
modulatorio de la ingesta y de la motilidad gástrica, a nivel del DVC (Gray y cols., 
1986; Buyse y cols., 2001; Boghossian y cols., 2006; Wang y cols., 2008; Dallaporta y 
cols., 2009; Mahaut y cols., 2010) (Fig. 3.2). El cerebelo también desempeña un papel 
relevante en la integración somática-visceral del control de la ingesta y la motivación 
por el alimento, a través de conexiones recíprocas entre el cerebelo y el hipotálamo 
(Zhu y cols., 2008). 
 
 El hipotálamo por lo tanto, no sólo integra las señales de información para 
ajustar el metabolismo y comportamiento, sino que también influye en la respuesta 
inmune. En especial, el núcleo Arc parece tener un papel muy relevante en esta 
integración, ya que es capaz de controlar  el proceso antiinflamatorio, mediante la 
activación del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (HPA) y la división simpática del 
sistema nervioso autonómico. El Arc proyecta al PVN, que libera la CRH en el plexo 
portal de la EM, induciendo la síntesis y liberación de la hormona adrenocorticotropina 
(ACTH) por la hipófisis anterior, que estimula las glándulas adrenales que liberan 
glucocorticoides los cuales, por su acción antiinflamatoria e inmunosupresora, impiden 
una respuesta inmune exacerbada (Munck y cols., 1984; Auphan y cols., 1995; 
Scheinman y cols., 1995).  
 
 Además el cerebro, vía el nervio vago, puede controlar la inflamación sistémica 
(Borovikova y cols., 2000; Wang y cols., 2003; Ulloa, 2005). Así, se ha descrito que 
mediante la liberación de acetilcolina (ACh) el nervio vago puede controlar la 
inflamación sistémica inducida por el lipopolisacárido bacteriano (LPS) en cultivos de 
macrófagos y macrófagos intraperitoneales de roedores. Esta acción se ejerce a través 
de los receptores nicotínicos de los macrófagos, reduciendo la síntesis de TNFα, IL-1, 
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IL-6 y la interleuquina 18 (IL-18)  (Borovikova y cols., 2000; Wang y cols., 2003; 











Fig. 3. Comunicación entre el sistema inmune periférico y el cerebro, por 2 vías diferentes. 1. La vía 
humoral: las citoquinas periféricas acceden al cerebro, por los CVOs, los vasos sanguíneos y los plexos 
coroideos. 2. La vía neural: las citoquinas periféricas activan el nervio vago, que proyecta a diferentes 
núcleos cerebrales implicados en el control de la ingesta y el comportamiento alimentario. AP: área 
postrema; Arc: núcleo arcuato; DMN: núcleo dorsomedial;  EM: eminencia media; NTS: núcleo del 
tracto solitario; OVLT: órgano vascular de la lámina terminalis; PB: núcleo parabraquial; PVN: 
núcleo paraventricular; SFO: órgano subfornical; SON: núcleo supraóptico; VLM: médula 
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2. Funciones de las citoquinas en el SNC 
 Se ha comprobado que a largo plazo, la alimentación basada en una dieta rica en 
grasas puede modular la expresión de más del 10% de genes que se expresan en el 
hipotálamo de roedores (De Souza y cols., 2008; De Giorgio y cols., 2009). El análisis 
de estos genes ha revelado que algunos de ellos están relacionados con la función 
inmunológica (De Souza y cols., 2008). Por ejemplo, la IL-1, la IL-6 y el TNFα, se 
encuentran significativamente incrementadas en el hipotálamo de las ratas alimentadas 
con una dieta rica en grasas (De Souza y cols., 2005, 2008). Posteriormente, Milanski y 
cols. (2009), observaron que el consumo de una dieta rica en grasas, además de 
incrementar la expresión de estas citoquinas proinflamatorias, produce un aumento en la 
expresión de F4/80, un marcador de macrófagos maduros y microglía (Austyn y 
Gordon, 1981), en las células de la EM y del Arc del hipotálamo. Esto sugiere que la 
respuesta inmune innata está implicada en la respuesta inflamatoria generada por la 
dieta rica en grasas. 
 
 La IL-1, la IL-6 y el TNFα, son mediadores comunes entre el sistema 
neuroendocrino e inmune que están involucrados en la activación de los circuitos 
neuronales que restauran el equilibrio homeostático y en la modulación de la 
inflamación a través del eje HPA (Turnbull y Rivier, 1999; Haddad y cols., 2002). La 
IL-1 es un pirógeno endógeno que actúa en el endotelio de los vasos sanguíneos del 
cerebro para activar la liberación de moléculas intermedias, tales como las 
prostaglandinas. De hecho, la microvasculatura cerebral, muestra una expresión 
constitutiva del tránscrito del receptor de la IL-1 tipo 1 (IL-1R1) (Ericsson y cols., 
1995). Las prostaglandinas desempeñan una función importante en la cascada de señales 
extracelulares que median los efectos de citoquinas circulatorias en el sistema nervioso 
(Rivest y cols., 2000). El factor de necrosis tumoral-alpha (TNF-α) es una citoquina 
producida también por la microglía en estado activado, que ejerce su acción en las 
neuronas hipotalámicas secretoras de CRH (Bernardini y cols., 1990). Al igual que la 
IL-1 y la IL-6, la administración central y sistémica de TNF-α estimula la liberación de 
CRH y al eje HPA (Sharp y cols., 1989). Tanto la IL-1β (von Meyenburg y cols., 2003) 
como el TNF-α (Smith y Kluger, 1993; Opara y cols., 1995; Chance y cols., 2003) y la 
IL-6 (Stenlöf y cols., 2003) parecen jugar un importante papel en la inducción de la 
respuesta anorexigénica. Estas citoquinas periféricas son capaces de atravesar la BBB y 
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activar las neuronas del PVN del hipotálamo, que controlan el HPA mediante la 
secreción de ACTH en respuesta a la inflamación e inducir la liberación de 
glucocorticoides (Fukata y cols., 1989, Lyson y cols., 1991). La regulación de las 
citoquinas está mediada por un mecanismo de retroalimentación negativo generado por 
su propia actividad proinflamatoria periférica, y por los glucocorticoides endógenos, 
que contrarrestan los efectos de las citoquinas.  
 
 Las quimioquinas, una familia de proteínas de pequeño peso molecular (8-12 
kDa) que se encuentran en el cerebro y la periferia y que están involucradas en la 
migración celular y la comunicación intercelular, también juegan un importante papel 
en situaciones en las que se produce una pérdida del control homeostático. Estas 
citoquinas y sus receptores acoplados a proteínas G, están localizados en neuronas y 
microglía en diversas áreas cerebrales tales como el hipotálamo, el núcleo accumbens, 
el sistema límbico, el hipocampo, el tálamo, la corteza, los bulbos olfatorios y el 
cerebelo (Horuk y cols., 1997). 
 
3. Moduladores neuroendocrinos e inmunes  
 
 3.1 La leptina 
 
•  La fisiología de la leptina y su receptor 
 El término leptina deriva de la palabra griega leptos, que significa "delgado". 
Esta hormona fue descubierta en 1994 por Jeffrey M. Friedman y colaboradores, en la 
Universidad Rockefeller, mediante el estudio de ratones obesos e hiperfágicos, mutantes 
para el gen ob (ratones ob/ob). La mutación del gen ob en estos ratones provoca la 
carencia de leptina sérica, la cual está ligada a infertilidad, obesidad y diabetes (Zhang y 
cols., 1994). La leptina fue la primera hormona identificada entre las liberadas por los 
adipocitos. La cantidad de leptina producida es directamente proporcional a la cantidad 
de tejido adiposo (Zhang y cols., 1994). Esta adipoquina no sólo informa al cerebro 
sobre el nivel de almacén energético, sino que también está involucrada en el control del 
metabolismo energético en la periferia, de la reproducción, del metabolismo óseo y de 
la inmunidad (Fantuzzi y Fanggioni,  2000). 
 La estructura proteica de la leptina consta de un conjunto de 4 hélices que la 
hace similar a la superfamilia de citoquinas de 4 hélices agrupadas de cadena larga 
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(Zhang y cols., 1997) y posee una similitud estructural con la IL-6, las interleuquinas 12 
(IL-12) y 15 (IL-15), el factor de estimulación de colonias de granulocitos (G-CSF), 
oncostatina M (OSM), prolactina (PRL) y hormona del crecimiento (GH). Además el 
receptor de leptina (ObR), es un miembro de la familia de receptores de citoquinas de 
clase I y su estructura primaria muestra homologías con las subunidades de señalización 
de los receptores tipo IL-6 que incluyen gpl30, como el receptor de la IL-6, IL-11, IL12, 
del factor inhibidor de leucemia (LIFR), el factor neurotrófico ciliar (CNTF), de la 
cardiotropina 1 (CT-1), G-CSF (G-CSFR), OSM y de PRL (Tartaglia y cols., 1995; 
Baumann y cols., 1996) (Fig. 4).  
 
 
Fig. 4. Similitudes estructurales entre el receptor de la leptina, ObR, y los receptores de citoquinas de 
clase I. Una molécula de leptina se une a cada ObR, formando un complejo tetramérico de dos 
receptores y dos moléculas de leptina necesarios para la señalización. Las figuras negras representan 
los dominios conservados de la familia de receptores de citoquinas de clase I. CNTF: factor 
neurotrófico ciliar CT-1: cardiotropina 1; Leptin: leptina; IL-6, IL-11: interleuquinas 6 y 11; LIF: 
factor inhibidor de leucemia; LIFR: receptor del factor inhibidor de leucemia; OBRL: isoforma larga 
del receptor de leptina; OBRs: isoforma corta del receptor de leptina; OSM: oncostatina; OSMR: 
receptor de oncostatina.  (Esquema extraído del trabajo de Fantuzzi y Faggioni, 2000). 
 
 Existen al menos 6 formas de corte y empalme alternativas con dominios 
citoplasmáticos de diferentes longitudes, conocidas como ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, 
ObRe y ObRf  (Tartaglia y cols., 1995, 1997). Estos receptores son glicoproteínas de 
membrana con dominios de fibronectina tipo III en la región extracelular y con un 
módulo de 200 aminoácidos compartidos que contienen 4 residuos conservados de 
cisteína y 2 motivos del tipo citoquina de unión a la membrana proximal, Trp-Ser-Xaa-
Trp-Ser (Tartaglia y cols., 1995, 1997). El ObRa es la isoforma predominante en la 
mayoría de los tejidos y células, incluyendo riñón, hígado, pulmón y bazo (Tartaglia y 
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cols., 1995). Las isoformas cortas del receptor en general, parecen mediar el transporte 
intracelular y la degradación de la leptina en el interior de los lisosomas (Barr y cols., 
1999).  
 
 La leptina sistémica circula en la forma libre o unida al ObRe (Sinha y cols., 
1996). Aunque la función de ObRe no está bien caracterizada, podría actuar de forma 
similar al receptor de IL-6 soluble (IL-6Rs) como una proteína transportadora (Peters y 
cols., 1998) o como un inhibidor de la actividad de la leptina (Tu y cols., 2008), similar 
a los receptores solubles de la IL-1 o el TNFα (Arend y cols., 1994; Edwards, 1999). 
 
 La forma larga del ObR, denominada ObRb, tiene una actividad de señalización 
similar a la de los receptores de citoquinas del tipo de la IL-6 (Baumann y cols., 1996; 
Vaisse y cols., 1996). La unión de la leptina a su receptor activa a la tirosina quinasa 
intracelular tipo 2 de la familia de las Janus quinasas (JAK-2) que se autofosforila y 
activa a los transductores de señal y activadores de la transcripción (STATs), 
incluyendo STAT-1, 3, 5 y 6 en diversos tipos celulares, como monocitos y macrófagos 
(Cui y cols., 2006; Mansour y cols., 2006). STAT-3 regula la activación de proteínas 
supresoras de la señalización de citoquinas de tipo 3 (SOCS-3), involucradas en el 
mecanismo inhibitorio de la señalización de la leptina (Bjørbaek y cols., 1998). Además 
de SOCS-3, la proteína fosfatasa 1B (PTP-1B) también participa en la regulación 
inhibitoria de la señalización de la leptina, defosforilando a la JAK-2 (Kaszubska y 
cols., 2002; Zabolotny y cols., 2002). La JAK-2 fosforilada también activa otras vías 
como la de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK)/quinasa regulada por 
señales extracelulares (ERK) y la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), que a su vez 
fosforila a la serina/treonina quinasa Akt (Martin-Romero y Sánchez-Margalet, 2001). 
La ruta PI3K/Akt representa el comienzo de una cascada de señalización que media los 
efectos de varias citoquinas proinflamatorias. El receptor de leptina, a través de la JAK-
2, puede fosforilar a las proteínas del sustrato del receptor de insulina (IRS) e iniciar la 
vía de señalización IRS-PI3K/Akt (Szanto y Khan, 2000; Niswender y cols., 2001) (Fig. 
5). 
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SOCS-3
 
Fig. 5. Esquema de la señalización del receptor de leptina en células del sistema inmune descrito 
arriba. La formación del complejo tetramérico leptina/ObR inicia la señal de transducción por 
activación de la JAK quinasa que activa a los miembros de la familia STAT. La proteína JAK también 
activa a las vías  MAPK/ERK y PI3K/Akt. SOCS-3 inhibe la señalización de la leptina, defosforilando 
a JAK. ERK: proteína quinasa activada por señales extracelulares; JAK: tirosina quinasa intracelular 
de la familia de las Janus quinasas; MAPK: proteína quinasa activada por mitógenos; PI3K: quinasa 
fosfatidilinositol 3; STAT: transductores de señal y activadores de la transcripción. SOCS-3: proteínas 
supresoras de la señalización de citoquinas de tipo 3. (Esquema extraído del trabajo realizado por 
Sánchez-Margalet y cols., 2006). 
 
 El ObRb se expresa en el hipotálamo, en áreas responsables de la secreción de 
neuropéptidos y neurotransmisores que regulan el apetito, el peso corporal (Tartaglia y 
cols., 1995, 1997) y la masa ósea (Ducy y cols., 2000). El ObRb también se expresa en 
las células endoteliales, en las β-pancreáticas, en el ovario, en los precursores 
hematopoyéticos CD34+ de la médula ósea, en los monocitos/macrófagos, y en las 
células T y B (Tartaglia y cols., 1995, 1997; Friedman y Halaas, 1998; Sierra-
Honigmann y cols., 1998; Sánchez-Margalet y cols., 2003). 
 
 En el hipotálamo de humanos y roedores, se ha detectado el ARNm del ObRb en 
el Arc, DMN, VMN y núcleo premamilar ventral, y una expresión moderada en el área 
periventricular (Pe), LHA y PVN (Mercer y cols., 1996; Fei y cols., 1997; Elmquist y 
cols., 1998). En otras áreas cerebrales, encontramos niveles altos del ARNm de ObRb 
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en el hipocampo, tálamo, y las células de la capa granular y neuronas de Purkinje del 
cerebelo (Guan y cols., 1997; Elmquist y cols., 1998; Mercer y cols., 1998).  
 
•  El papel de la leptina en la regulación metabólica 
 Uno de los mecanismos propuestos de homeostasis energética es que la grasa 
corporal es regulada por un mecanismo de retroalimentación negativo de adiposidad, en 
el que está involucrada la leptina (Schwartz y cols., 2000). Los niveles de leptina se 
correlacionan con la adiposidad, disminuyendo acusadamente con la restricción 
calórica, e incrementándose con la sobrealimentación (MacDougald y cols., 1995; 
Trayhurn y cols, 1995; Ahima y cols., 1996; Das, 2001). La leptina es transportada al 
cerebro a través de la BBB por un sistema de transporte saturable mediado por el ObRa, 
que está expresada prominentemente en los plexos coroideos (Tartaglia y cols., 1995; 
Banks y cols., 1996; Golden y cols., 1997), y actúa en núcleos específicos del control de 
la ingesta como el Arc, para inducir  la reducción de la ingesta e incrementar el gasto 
energético (Baskin y cols, 1999; Schwartz y cols., 2000). 
 
 La acción anoréxica de la leptina está mediada por la activación de las neuronas 
hipotalámicas POMC/CART en el Arc, que incrementan la producción de α-MSH, para 
inhibir la ingesta, y de PACAP en el VMN. La leptina simultáneamente, suprime la 
actividad de las neuronas NPY/AgRP del Arc, contribuyendo así a disminuir la ingesta 
(Elias y cols., 1999; Ahima and Flier, 2000; Beck y cols., 2000; Korner y cols., 2001; 
Horvath, 2005; Segal y cols., 2005; Kurrasch y cols., 2007; Santos, 2009). 
 
 Con el envejecimiento, los niveles de leptina decrecen; este hecho parece ser 
independiente del índice de masa corporal (Isidori y cols., 2000). La secreción de 
leptina también parece estar regulada por factores hormonales diferentes, que incluyen 
glucocorticoides (De Vos y cols., 1995), insulina (Saladin y cols., 1995), y esteroides 
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•  La acción de la leptina en la inmunidad 
 La leptina puede actuar como un inductor de la fase aguda temprana de la 
inmunidad, tal y como lo hacen la IL-1 y la IL-6, ya que se produce un incremento de 
sus niveles durante la inflamación, y es capaz de modular la respuesta inmune innata y 
adaptativa (Loffreda y cols., 1998; Sánchez-Margalet y cols., 2003). La leptina es capaz 
de modular el sistema inmune, induciendo la activación de los monocitos/macrófagos, 
los neutrófilos y la producción de mediadores proinflamatorios como leucotrieno B4 
(LTB4), TNFα, IL-1, IL-6 (respuesta inmune innata), (Grunfeld y cols., 1996; Sarraf y 
cols.,1997; Santos-Álvarez y cols., 1999; Fantuzzi y cols., 2000; Bullo y cols., 2003; La 
Cava y Matarese, 2004), la maduración y supervivencia de linfocitos T y precursores 
hematopoyéticos y la activación de linfocitos T auxiliares (respuesta inmune adaptativa) 
(Lord y cols., 1998; Sánchez-Margalet y cols., 2003). En algunos trabajos se ha 
asociado la deficiencia de leptina con una respuesta inmune debilitada y un incremento 
de la susceptibilidad a infecciones (Busso y cols., 2002; Mancuso y cols., 2002; Moore 
y cols., 2003; Matarese y cols., 2002). No obstante, en otros estudios realizados en 
humanos con endotoxemia experimental aguda, sepsis en recién nacidos o infección con 
el VIH, no se ha encontrado incrementada la leptina circulante (Bornstein y cols., 1998; 
Koç y cols., 2003; Yarasheski, y cols., 1997). Así pues, la leptina podría actuar como 
inductor de la fase aguda de la inmunidad en determinadas condiciones. 
 
 Las células microgliales, son conocidas como los macrófagos del SNC, y se ha 
demostrado que la leptina puede estimular a la microglía in vitro, a través de los 
receptores de leptina ObRa y ObRb, induciendo la liberación de citoquinas 
proinflamatorias relacionadas con el control de la ingesta, como la IL-6 (Tang y cols., 
2007) y la IL-1β (Pinteaux  y cols., 2007) y también potenciado un fenotipo microglial 
más reactivo ante un estímulo inflamatorio como el LPS (Lafrance y cols., 2010). 
 
• La leptina y el sistema reproductor 
 La leptina desempeña una función importante en la iniciación de la pubertad y 
en el mantenimiento de la función reproductiva (Gueorguiev y cols., 2001). Tanto en 
humanos como en roedores (Mann y Plant, 2002), está implicada en la liberación de la 
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) en el hipotálamo y la secreción de la 
hormona luteinizante (LH) y la hormona folículo estimulante (FSH) en la hipófisis 
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anterior (Yu y cols., 1997). La administración de leptina a ratas prepuberales acelera el 
comienzo de la función reproductiva (Chehab y cols., 1997) y en pacientes deficientes 
en leptina, la administración de la hormona restaura la liberación de la GnRH, la LH y 
el desarrollo puberal (Farooqi y cols., 1999). La leptina actúa en el hipotálamo de la rata 
estimulando la secreción de GnRH in vivo (Watanobe, 2002), modulando 
indirectamente la liberación de GnRH  a través de la reducción de expresión de NPY y 
CART, en el Arc (Plant y Shahab, 2002; Lebrethon y cols., 2000). El efecto de la 
leptina en la secreción de GnRH también podría estar mediado a través de las neuronas 
productoras de kisspeptina (Smith y cols., 2006). 
 
 La leptina también tiene efectos directos en las gónadas. En los testículos, es 
capaz de modular la proliferación, la diferenciación de células germinales y la 
esteroidogénesis por mecanismos autocrinos y paracrinos (Tena-Sempere y cols., 1999, 
2001; Fombonne y cols., 2007; Herrid y cols., 2008). La leptina también modula la 
producción de esteroides en el ovario de la oveja (Kendall y cols., 2004). La obesidad 
causada por una deficiencia genética de la señalización de la leptina, puede cursar con 
hipogonadismo hipogonadotrófico, ya que se apagan los ciclos de GnRH y LH (Caprio 
y cols., 2001). Además, en esta clase de hipogonadismo se ha observado que existe una 
deficiencia de la actividad aromatasa en humanos (Simpson, 1998; Bulun, 2000). 
 
 3.2 La IL-6 
 
• La fisiología de la IL-6 y su receptor 
 La IL-6 es funcionalmente y estructuralmente similar a otras citoquinas tales 
como LIF, CNTF, OSM, CT-1 y la IL-11. Se ha agrupado a estas citoquinas en la 
denominada familia de citoquinas IL-6 o de gp130 (Grotzinger y cols. 1997). Todas 
ellas comparten la proteína gp130 como uno de los componentes de su receptor, que fue 
descubierto por Taga y cols., en 1989. Además están englobadas en la familia de 
citoquinas de receptor tipo 1. Las características principales de los receptores de esta 
familia son 4 residuos de cisteína bien conservados en el extremo N terminal de las 
moléculas y un motivo localizado en el dominio transmembrana, y en el dominio 
extracelular encontramos 2 moléculas repetidas de fibronectina III (Kishimoto y cols., 
1995). 
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 Los efectos centrales y periféricos de la IL-6 están mediados a través del 
receptor de la IL-6 (IL-6R) (Yamasaki y cols., 1998). El IL-6R es un heterodímero que 
consiste en 2 glicoproteínas de membrana: una de 80 kDa  (IL-6Rα ó gp80) y otra de 
130 kDa que es la que transduce la señal de la IL-6 (IL-6 ST, IL-6Rβ, ó gp130). La IL-6 
al unirse a su receptor causa una asociación con 2 moléculas de gp130, y señaliza una 
cascada de acontecimientos intracelulares (Darnell y cols., 1994; Hirano y cols., 1997; 
Ihle y cols., 1995; Kishimoto, 1994). Se produce la activación de tirosina quinasas 
intracelulares de la familia de las JAKs, éstas fosforilan a los factores de transcripción 
de la familia STAT, translocándose al núcleo para unirse a elementos de respuesta a IL-
6 específicos, y de este modo regular los genes específicos de IL-6. Una segunda ruta en 
la que suele estar involucrada la proteína G Ras, conduce a la activación de las proteínas 
quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), que fosforilan a otro conjunto de factores 
de transcripción en los residuos de serina o treonina (Fig. 6).  
 
 Debido al uso común de la señal de transducción gp130, las funciones biológicas 
de la familia de citoquinas IL-6 se solapan ampliamente, es el caso de la inducción de la 
producción de proteínas de fase aguda en el hígado (APPs) (Heinrich y cols., 1990; 
Baumann y Gauldie, 1994; Moshage, 1997). A semejanza de la IL-6, la IL-11, CNTF, 
CT-1, LIF y OSM, se unen a un receptor específico de su ligando, aunque hay estudios 
que demuestran que el CNTF, LIF, OSM, IL-11 y la CT-1, también son capaces de 
regular al IL-6Rα (Baumann y cols., 1996; Taga y Kishimoto, 1997). Se ha descrito que 
la OSM humana puede unirse al complejo formado por gp130/LIFR o a gp130/OSMR, 
sin embargo en ratón se une exclusivamente al complejo gp130/OSMR (Ichihara y cols. 


















Fig. 6. Las vías de señalización intracelular generadas a través de gp130. En esta figura se muestran 
las rutas de transducción generadas por la IL-6. La formación del complejo hexamérico IL-6/IL-
6Rα/gp130 inicia la señal de transducción por activación de JAK quinasas. Las enzimas SHP-2 y 
STAT reconocen los residuos fosforilados en tirosina (P) de gp130, dando lugar a las dos vías de 
señalización principales de gp130: la cascada derivada de SHP-2/ERK MAPK (derecha) y la vía 
mediada por STAT (izquierda). ERK: proteína quinasa activada por señales extracelulares; JAK: 
tirosina quinasa intracelular de la familia de las Janus quinasas; MAPK: proteína quinasa activada 
por mitógenos; SHP-2: proteína tirosina fosfatasa con dominios de homología 2 de Src; STAT: 
proteínas transductoras de la señal y activadoras de la transcripción. (Figura adaptada de Kamimura y 
cols., 2003).  
 
 La actividad de la IL-6 puede estar regulada por el número de receptores 
funcionales más que por alteraciones en la biosíntesis de la IL-6. Las alteraciones en el 
número de IL-6Rs funcionales se producen a causa de que el complejo IL-6/IL-6Rα se 
internaliza rápidamente tras la activación en membrana de la proteína gp130 (Nesbitt y 
Fuller 1992; Dittrich y cols., 1994) y es degradado, su vida media en diferentes tipos 
celulares es de 2-3 h (Rose-John y Heinrich, 1994). La capacidad de modulación del IL-
6R puede cambiar bajo diferentes condiciones.  
 El IL-6Rα también existe en una forma soluble en el suero (IL-6Rs), y es 
producido por una escisión proteolítica de la proteína o por corte y empalme alternativo 
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del tránscrito del  IL-6Rα (Peters y cols., 1998). El complejo IL-6/IL-6Rs puede 
potenciar los efectos de la IL-6 y podría también servir para activar a las células que no 
expresan el receptor de membrana, desencadenando el proceso de trans-señalización 
(Rose-John y Heinrich, 1994; Schöbitz y cols., 1995).  
 
•  Funciones fisiológicas de la IL-6  
 La IL-6 es una citoquina multifuncional, sintetizada por una gran variedad de 
células e inducible bajo diferentes estímulos. La IL-6 actúa en un amplio espectro de 
células diana y es producida por varias estirpes celulares, como monocitos/macrófagos, 
fibroblastos, células epiteliales, endoteliales, astrocitos, microglía y neuronas (Schöbitz 
y cols., 1992, 1993; Nakajima y Kohsaka, 2001; Vollenweider y cols., 2003; Krueger y 
cols., 1991). Se ha demostrado que está involucrada en la inducción de la producción de 
inmunoglobulinas en los linfocitos B y en su maduración (Muraguchi y cols., 1988), en 
el crecimiento celular de los linfocitos T y en su diferenciación a linfocitos T citotóxicos 
(Rincon y cols., 1997; Diehl y cols., 2002), en la estimulación de la formación de 
colonias de células madre hematopoyéticas (Schirmacher y cols., 1998), y en la 
regulación de las proteínas de fase aguda en el hígado (Heinrich y cols., 1990; Baumann 
y Gauldie, 1994; Moshage, 1997). Muchos tumores, incluyendo el sarcoma de Kaposi 
(Miles y cols., 1990), el melanoma (Molnar y cols., 2000), el mieloma múltiple 
(Kawano y cols., 1988; Frassanito y cols., 2001), y el cáncer de próstata (Smith y cols., 
2001; Ueda y cols., 2002) producen IL-6, que actúa como un factor de crecimiento 
autocrino o paracrino para el neoplasma. 
  La IL-6 juega un importante papel en pacientes con artritis reumatoide (Rifas 
1999), en el desarrollo de la osteoporosis en mujeres postmenopáusicas (Jilka y cols. 
1992; Girasole y cols., 1992; Passeri y cols., 1993) donde los niveles de la IL-6 en 
osteoblastos y células estromales se encuentran elevados, probablemente a causa de la 
interrupción del control homeostático ejercido por los estrógenos (Ray y cols., 1997). 
También se ha relacionado a la IL-6 con otras enfermedades humanas, como la 
esclerosis múltiple, el asma bronquial, la artritis reumatoide, la miastenia gravis, la 
colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (Kamimura y cols., 2003). 
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• La IL6 y el sistema nervioso y endocrino 
 Cerca de un 30% de la IL-6 circulante procede del tejido adiposo (Mohamed-Ali 
y cols., 1997; Orban y cols., 1999). En la obesidad en humanos, el tejido adiposo 
visceral aumenta la producción de IL-6 provocando un incremento en sus niveles 
circulantes (Laimer y cols., 2002; Hanusch-Enserer y cols., 2003; Kopp y cols., 2003; 
Vázquez y cols., 2005). Se ha vinculado a la IL-6 en la regulación del metabolismo de 
la glucosa, contribuyendo a la resistencia a la insulina, y con el metabolismo lipídico, 
por lo que sus niveles plasmáticos se han correlacionado con la diabetes tipo 2 y la 
adiposidad (Bastard y cols., 2002; Kern y cols., 2001; Pradhan y cols., 2001; Kim y 
cols., 2009).  
 La IL-6, como la IL-1, tiene capacidad pirogénica. En ratones deficientes de IL-
6 se observó que no eran capaces de generar una respuesta febril ante estímulos 
proinflamatorios como el LPS y la IL-1β (Chai y cols., 1996). La IL-6 ejerce un papel 
relevante en la regulación de la homeostasis energética, tanto en roedores como en 
humanos (Wallenius y cols., 2002a, b, 2003; Stenlöf, 2003), por eso ha sido propuesta 
como uno de los mediadores de la interacción entre el sistema inmune y el sistema 
endocrino. Se ha observado que es capaz de inducir fiebre, reducir la ingesta y la 
capacidad locomotora durante un proceso infeccioso (Schöbitz y cols., 1995), siendo 
necesaria en la estimulación prolongada de la actividad neural durante la endotoxemia 
(Vallières y Rivest, 1999). Se ha observado además, que la IL-6 producida durante el 
ejercicio es capaz de actuar como un sensor de demanda energética en el músculo y, 
posiblemente, participe en las vías de señalización del cerebro implicadas en la 
homeostasis energética (Pedersen y cols., 2004). Dishman en 1997, observó que durante 
la actividad física, la IL-6 junto a la señalización de la melanocortina, aumentaba la 
expresión de CRH en el PVN y posiblemente en el núcleo dorsomedial. La producción 
de esta citoquina durante el ejercicio aumenta la sensibilidad hipotalámica a la leptina y 
a la insulina (Cintra y cols., 2007). Además, la IL-6 está implicada en la supervivencia 
neuronal, crecimiento y diferenciación, metabolismo de neurotransmisores y en la 
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• La IL-6 y la reproducción 
 La liberación de determinadas citoquinas proinflamatorias como el TNFα, la IL-
1β o la IL-6, durante una enfermedad, una infección o tras la administración de LPS, 
puede ejercer un efecto inhibitorio central del eje hipotalámico-pituitario-gonadal 
(HPG). En ratas tratadas con LPS sistémico en las que se encuentran niveles elevados 
de TNFα, IL-1β e IL-6 en el área preóptica media hipotalámica (MPOA), se ha 
observado que las secreciones de LH y GnRH se encuentran inhibidas (Watanobe y 
Hayakawa, 2003). 
 Se han publicado datos contradictorios sobre la implicación de la IL-6 y de las 
citoquinas de la familia de clase I, como supresores del eje neuroendocrino reproductivo 
(Dozio y cols., 2009). En un estudio realizado en ratas ovariectomizadas a las que se 
inyectó TNFα, IL-1β o IL-6,  se observó que se producía una disminución de LH 
plasmático, aunque la administración periférica de estas citoquinas no tuvo ningún 
efecto (Rivier y Vale, 1990). A pesar de esta evidencia, en otros estudios no se ha 
encontrado un efecto claro en el eje neuroendocrino reproductivo (Kalra y cols., 1998; 
Watanobe y Hayakawa, 2003). 
 
 3.3 El estradiol 
 Numerosos estudios han demostrado el papel decisivo de las hormonas sexuales, 
entre ellas el estradiol, en la diferenciación sexual del cerebro y el desarrollo del 
comportamiento sexual y reproductivo (MacLusky y Naftolin, 1981; Lephart y Ojeda, 
1990; Hutchison, 1991; Hutchison y cols., 1994). 
 
 El 17β-estradiol, además de ser una hormona gonadal con actividad endocrina, 
se produce localmente en el sistema nervioso. Se sintetiza a partir del colesterol por una 
reacción enzimática que implica su conversión a pregnenolona (Jung-Testas y cols., 
1989). Esta es la única reacción que sucede en la membrana interna mitocondrial, las 
siguientes modificaciones hasta la formación del 17β-estradiol tienen lugar en el 
retículo endoplasmático. La síntesis del 17β-estradiol requiere varias modificaciones, 
que implican la formación de esteroides precursores como la dehidroepiandrosterona 
(DHEA) y la testosterona (Baulieu y Schumacher, 2000). En la figura 7 se recogen los 
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procesos de síntesis y metabólicos más destacados de la progesterona, testosterona y del 












5α-androstano-3β, 17 β-diol5α-androstano-3α, 17 β-diol
Fig. 7. Esquema de las reacciones más importantes en la ruta metabólica del 17β-estradiol, la 
progesterona y la testosterona, que tienen lugar en el cerebro. CYP11A (P450 scc): citocromo P450 que 
corta la cadena lateral del colesterol; CYP17 (P450 c17): citocromo P450 con actividad 17α- hidroxilasa 
/ 17, 20 liasa; CYP7B1: citocromo P450 con actividad hidroxicolesterol 7α -hidroxilasa; 3β-HSD: óxido-
reductasa de los 3 β –hidroxiesteroides; 3α-HSD: óxido-reductasa de los 3 α –hidroxiesteroides; 17β-
HSD: óxido-reductasa de los 17 β –hidroxiesteroides. (Esquema adaptado de Handa y cols., 2009) 
 
• Mecanismos de acción de las hormonas sexuales en el SNC 
 Debido a su naturaleza esteroide, las hormonas sexuales son capaces de entrar y 
salir de las células con facilidad atravesando la membrana plasmática y la envuelta 
nuclear. El mecanismo de acción clásico de las hormonas sexuales pasa por la unión a 
un receptor intracelular. El receptor de estrógenos, es miembro de la superfamilia de 
receptores nucleares (NR), que engloban además al receptor de la progesterona (PR) y 
los receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides (GR y MR, respectivamente) 
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(Evans, 1988; Beato, 1989; Beato y Klug, 2000), el receptor de la vitamina D, 
receptores de retinoides, de la hormona tiroidea y algunos receptores huérfanos (Evans, 
1988). En ausencia de ligando, los receptores de esta familia se localizan en el 
citoplasma, y normalmente para evitar su translocación al núcleo se encuentran unidos a 
proteínas de choque térmico (HSPs) e inmunofilinas, formando un complejo que puede 
implicar al menos a 10 chaperonas, 5 de ellas parecen ser imprescindibles (HSP-70, 
HSP-90, DnaJ/HSP-40, p23 y Hop) y otras no tan esenciales, como la proteína BAG-1 o 
las inmunofilinas (FKBP52, FKBP51, ciclofilina 40 (Cyp40) y PP5). Las chaperonas 
regulan la estabilidad, la afinidad de los receptores por el ligando, e incluso su actividad 
transcripcional (Pratt y Toft, 1997; Cheung y Smith, 2000; Georget y cols., 2002). Una 
vez que el ligando se une al receptor, se producen en éste cambios conformacionales, 
que causan la disociación de las proteínas de choque térmico e inmunofilinas. Una vez 
disociado, el receptor dimeriza y forma homodímeros (ERα-ERα, ERβ-ERβ) o 
heterodímeros (ERα-ERβ) (Cowley y cols., 1997; Pettersson y cols., 1997), se transloca 
al núcleo, recluta cofactores (coactivadores, correpresores y proteínas reguladoras de la 
transcripción) y se une a los elementos de respuesta específicos en el ADN, estimulando 
o reprimiendo la transcripción génica (Carson-Jurica y cols., 1990; Mckenna y cols., 
1999; Mckenna y O´Malley, 2002; Onate y cols., 1995). Este modo de acción de las 
hormonas esteroides ha sido denominado “genómico” o de señalización iniciada en el 
núcleo (Falkenstein y cols., 2000) (Fig. 8). Además, las hormonas sexuales también 
pueden desencadenar respuestas iniciadas en la membrana plasmática. Éstas son 
rápidas, de unos pocos segundos a minutos y no requieren de los procesos de 
transcripción y síntesis de nuevas proteínas, para poder producir su efecto primario. Los 
mecanismos de acción rápida están mediados por receptores de membrana o por los 
propios receptores intracelulares que se asocian transitoriamente a la membrana 
plasmática (Razandi y cols., 1999, 2002; Chambliss y cols., 2002; Li y cols., 2003; 
Chaban y cols., 2004; Hirahara y cols., 2009). Estas vías de señalización implican la 
modulación de canales de calcio de membrana en una gran variedad de tipos celulares, 
la hiperpolarización neuronal, el aumento de la potenciación a largo plazo mediada por 
N-metil D aspartato (NMDA) en el hipocampo, la activación de rutas de las MAPK, 
JNK, PI3K/Akt o la proteína quinasa A y la activación de genes inmediatos, como c-fos 
(Lagrange y cols., 1995; Das y cols., 1997; Watters y cols., 1997; Benten y cols., 1999a 
, b; Gu y cols., 1999; Moss y Gu, 1999; Razandi y cols., 1999; Rosner y cols., 1999a, b; 
Singer y cols., 1999; Nadal y cols., 2000; Simoncini y cols., 2000; Singh y cols., 2000; 
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Kelly y Levin, 2001; Kahn y cols., 2002; Heinlein y Chang, 2002; Mize y cols., 2003; 
Wade y Dorsa, 2003), además de que también pueden regular secundariamente la 
actividad genómica de las hormonas sexuales iniciada en el núcleo y la actividad 
genómica de otros factores de transcripción (Heinlein y Chang, 2002; Falkenstein y 

































 Fig. 8. Mecanismo de activación genómica de los estrógenos a través de los receptores de estrógeno: 1. 
Difusión del estradiol al interior de la célula. 2. Unión del ligando al receptor, cambio conformacional 
y desplazamiento del complejo de proteínas de choque térmico (HSP90). 3. Dimerización del receptor, 
translocación al núcleo y unión a los elementos de respuesta específicos (ERE) en el ADN. DBD: 
dominio de unión al ADN; LBD: dominio de unión al ligando; NTD: dominio amino N-terminal; 
ERE: elemento de respuesta a estrógenos. 
 
 
• Estructura y función de los receptores de estrógeno 
 Las acciones de los estrógenos son mediadas a través de sus 2 receptores ERα y 
ERβ (Greene y cols., 1986; Kuiper y cols., 1996; McEwen and Alves, 1999). Estas dos 
proteínas median la gran mayoría de los efectos del los estrógenos en multitud de sus 
tejidos diana como son el sistema reproductivo, el tejido mamario, el tejido óseo, el 
sistema cardiovascular, y por supuesto el SNC. Los dos ERs, ERα y ERβ, están 
codificados por genes distintos y sin embargo ambos poseen todas las características 
esenciales de los miembros de la superfamilia de receptores nucleares (NR) de 
hormonas esteroides y tiroideas (Beato y cols., 1995). Su estructura es modular y define 
una serie de dominios funcionales presentes en todos los miembros de esta familia: un 
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Fig. 9. Estructura de los dos subtipos del ER. Se muestran los distintos dominios que conforman 
ambos receptores de origen humano, el número de los residuos que los limitan y el porcentaje de 
homología para algunos de ellos. En el dominio A/B reside la primera de las dos funciones de 
activación (AF) de los ERs. La otra está en el dominio E, que además es el responsable de unir el 
ligando (LBD). A través del dominio C, con un elevado grado de homología, los ERs se unen al ADN 
(DBD), concretamente a la secuencia AGGTCA que conforma los elementos de respuesta a estrógenos 
(ERE). hERα: receptor de estrógenos α humano; hERβ: receptor de estrógenos β humano; Nt: 
extremo N- terminal. 
 
 Los receptores de estrógeno (Klein-Hitpass y cols., 1986; Evans, 1988; Beato y 
cols., 1996) pueden formar homo- o heterodímeros que se unen al elemento de respuesta 
a estrógenos. En algunos casos los receptores de estrógeno α y β tienen efectos 
antagónicos (Lindberg y cols., 2003) y se les ha considerado como dianas candidatas 
para posibles terapias neuroprotectoras y antiinflamatorias basadas en las acciones 
estrogénicas. La actividad de los ERs es regulada por su asociación con cofactores 
transcripcionales que tienen una expresión específica celular o tisular (Klinge, 2000; 
McKenna y O’Malley, 2002). Esta asociación depende de la conformación 
tridimensional de los receptores (Norris y cols., 1999), la cual es modificada por 
distintos ligandos estrogénicos (Brzozowski y cols., 1997; Paige et al. 1999; Pike 2006).  
 
• El estradiol en la fisiología reproductiva  
 El sistema nervioso central es un tejido diana para la hormona ovárica estradiol, 
un regulador de la fisiología reproductiva. El estradiol actúa en diferentes regiones del 
cerebro y la médula espinal, controlando los ciclos hormonales (Hung y cols., 2003), 
señalizando la liberación de la GnRH en el hipotálamo y el área preóptica media, que 
Nt 
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induce a la secreción pulsátil de la LH por la hipófisis para la iniciación de la ovulación 
(Herbison, 1998), controlando el comportamiento reproductivo; como la receptividad 
sexual femenina (lordosis murina) (Micevych y cols., 2009) y acontecimientos no 
reproductivos, como la modulación de la función sináptica y la plasticidad, y afectando 
al estado anímico y cognitivo (Fink y cols., 1996; McEwen y cols. 1997; Woolley, 
2007).  
 
• El papel neuroprotector y antiinflamatorio del estradiol en el SNC 
 Además, el estradiol es un factor neuroprotector que promueve la supervivencia 
neuronal y la integridad del tejido en diferentes modelos experimentales de 
neurodegeneración (Garcia-Segura y cols. 2001, Maggi y cols., 2004, Suzuki y cols., 
2006). Estudios recientes sugieren, al menos en parte, que el efecto neuroprotector del 
estradiol podría ser debido a su efecto antiinflamatorio sobre la microglía, reduciendo la 
inflamación en el cerebro. Se ha demostrado in vitro que el estradiol inhibe la expresión 
de mediadores inflamatorios liberados por la microglía (Bruce-Keller y cols., 2000, 
2001; Drew y Chavis, 2000; Vegeto y cols., 2001; Baker y cols., 2004; Dimayuga y 
cols., 2005) y que reduce in vivo la reactividad de la microglía en diferentes modelos de 
inflamación cerebral (Vegeto y cols., 2003, 2006) y en una lesión cerebral (Barreto y 
cols., 2007). Estas acciones pueden ser altamente relevantes para las acciones 
neuroprotectoras del estradiol. Además, la regulación de la respuesta microglial a la 
inflamación podría representar un acercamiento terapéutico al control de la 
neurodegeneración.  
 
• La función metabólica del estradiol 
 Los estrógenos regulan el apetito y la ingesta afectando a la homeostasis 
metabólica (Butera y Beikirch, 1989; Bonavera y cols., 1994). En 1975, Beatty y cols., 
demostraron que las lesiones en la región hipotalámica basal (VMN/Arc) atenúan los 
efectos anoréxicos del estradiol administrado periféricamente en ratas ovariectomizadas. 
Más recientemente se ha detectado la expresión de los receptores α y β de estrógenos en 
determinadas regiones cerebrales implicadas en el balance energético, como el PVN, el 
VMN, el Arc y el LHA (Shughrue y cols., 1997; Orikasa y cols., 2002; Chakraborty y 
cols., 2003).  
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 Numerosos trabajos muestran el papel que el estradiol ejerce sobre la producción 
de neuropéptidos hipotalámicos; la hormona produce un aumento de la expresión de 
POMC y de α-MSH en el Arc en distintas especies (Broad y cols., 1993; Thornton y 
cols., 1994; Priest y Roberts, 2000; Pelletier y cols., 2007; Taylor y cols., 2007), reduce 
la expresión del NPY en el Arc y en el PVN de múridos con elevados niveles de NPY 
provocados por la ovariectomía (Bonavera y cols., 1994; Shimizu y cols., 1996; Ainslie 
y cols., 2001; Pelletier y cols., 2007) y también es capaz de reducir la expresión de α-
MSH en ratones macho obesos inducidos por la dieta y en ratas macho intactas 
(Mystkowski y cols., 2000; Morton y cols., 2004). El estradiol aumenta los niveles de 
orexina en el hipotálamo de ratas ovariectomizadas (Silveyra y cols., 2009) y en ratas 
hembra intactas en las fases de proestro y estro, también se incrementan las 
concentraciones hipotalámicas de este neuropéptido (Porkka-Heiskanen y cols., 2004). 
En ratas macho con anorexia inducida por estrógenos se encuentra disminuida la 
expresión de MCH (Mystkowski y cols., 2000). Finalmente, el estradiol aumenta la 
expresión de CRH en el PVN de ratonas ovariectomizadas (Pelletier y cols., 2007).  
 
 Estudios previos han demostrado la influencia del estradiol en los niveles de 
leptina plasmáticos. En el ciclo menstrual las concentraciones de leptina más elevadas 
se alcanzan en la fase lútea (Lukaszuk y cols., 1998). Durante la primera mitad del 
embarazo se incrementan los niveles de leptina y caen bruscamente en el período 
postparto (Sivan y cols., 1998). Un estudio realizado en ratas ovariectomizadas 
demostró que los niveles plasmáticos de leptina estaban disminuidos con respecto a las 
ratas tratadas con estradiol (Alonso y cols., 2007). Además, en un experimento in vitro 
realizado en adipocitos, estimulados con estradiol, se ha visto que se incrementa la 
síntesis y la secreción de leptina (Machinal y cols., 1999). 
 
 El estradiol y la leptina cooperan en la regulación de la homeostasis energética 
en el hipotálamo y en el sistema reproductor (Gao y Horvath, 2008). Además, los 
receptores de estrógenos y leptina están localizados en neuronas de las áreas en las que 
se sabe que se coordina el metabolismo y la función gonadal, como el Arc, el VMN y el 
área preóptica (POA) (Diano y cols., 1998). El estradiol es capaz de regular la expresión 
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4. SERMs: Moduladores Selectivos de los Receptores de 
Estrógeno 
 La terapia hormonal con estrógenos o con estrógenos y progesterona para el 
tratamiento de los síntomas asociados a la menopausia, se ha utilizado durante más de 
50 años. A pesar de los beneficios que ofrece la terapia hormonal sustitutiva, 
especialmente a largo plazo, está limitado por el posible riesgo de desarrollar cáncer de 
mama y útero. En consecuencia, nació la necesidad de crear drogas que conserven la 
función beneficiosa del estrógeno en los sistemas cardiovascular, nervioso y óseo, pero 
sin las consecuencias negativas que ejercen sobre la mama y el útero. Los moduladores 
selectivos de los receptores de estrógeno (SERMs) son el objeto de nuevas vías de 
potenciales abordajes terapéuticos. Los SERMs constituyen un grupo de compuestos 
naturales o sintéticos, de estructura diversa, con capacidad de ejercer inducciones o 
represiones de la actividad de los ERs específicas de la célula y el tejido, actuando como 
agonistas de los ERs en algunos tejidos y como antagonistas en otros. Actualmente los 
SERMs son ampliamente utilizados en la clínica como tratamiento primario contra el 
cáncer y la osteoporosis. Los SERMs pueden además representar una alternativa al 
estradiol para el tratamiento o prevención de alteraciones neurodegenerativas (Cyr y 
cols., 2000; Dhandapani y Brann 2002; Littleton-Kearney y cols., 2002; Kimelberg y 
cols., 2003, Murphy y cols., 2003; Brinton, 2004; DonCarlos y cols., 2007; Prokai y 
Simpkins, 2007), ya que pueden tener acciones neuroprotectoras estrogénicas en el 
cerebro y ausencia de las acciones estrogénicas, o efectos antiestrogénicos, en otros 
tejidos, evitando los riesgos periféricos asociados con la terapia estrogénica. En un 
estudio previo se ha demostrado que dos de los SERMs de uso clínico en humanos, el 
tamoxifeno y el raloxifeno, son capaces de reducir la activación microglial in vitro 
(Suuronen y cols., 2005). En el presente trabajo hemos estudiado el efecto de estos dos 
SEMRs  sobre la activación microglial in vivo (Fig. 10). 
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Fig. 10. Figura representativa de la estructura química del estradiol y de los diferentes SERMs; 
tamoxifeno y raloxifeno, empleados en nuestros estudios. 
 
 
5. La activación microglial en el SNC 
 Las células de microglía pueden ser activadas durante infecciones sistémicas sin 
que la integridad de la BBB se vea comprometida. En determinadas regiones del cerebro 
carentes de BBB (CVOs) la respuesta a agentes proinflamatorios circulantes es similar a 
la mayoría de los órganos sistémicos. Estas regiones del cerebro son ricas en plexos 
coroideos con vasos sanguíneos especializados, con uniones entre las células 
endoteliales tipo no íntimo, permitiendo así la difusión de un gran número de moléculas 
de los capilares al SNC. Aunque los plexos coroideos y las leptomeninges no se 
consideren órganos circunventriculares, son regiones muy vascularizadas y las células 
de microglía se activan rápidamente por los patógenos circulantes. Cuando se produce 
una infección sistémica, se activa rápidamente la respuesta inmune innata, que se inicia 
en estas regiones, con la consecuente activación progresiva de las células microgliales 
residentes en el parénquima cerebral (Nadeau y Rivest, 2000; Nguyen y cols., 2002). La 
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activación de las vías de señalización de la respuesta inmune en las células de microglía 
residente ocurre no sólo en respuesta a organismos infecciosos, también durante la 
lesión cerebral (Cammermeyer, 1965; Hailer y cols., 1999; Streit y cols., 1999; Ladeby 
y cols, 2005) y enfermedades crónicas como la esclerosis múltiple, la enfermedad de 
Alzheimer (Hanisch y Kettenmann, 2007; Rivest, 2009) y la esclerosis lateral 
amiotrófica (Henkel y cols., 2009). Además, en determinadas situaciones se puede 
producir un reclutamiento, proliferación y activación de los precursores de células 
microgliales de la sangre, que son detectados en las regiones afectadas del cerebro 
(Soulet y Rivest, 2008).   
 
 Hay diversos estudios que explican como la microglía se puede activar también, 
por el cese en los mecanismos que controlan la activación microglial. En el cerebro 
normal, el estado de activación microglial está controlado por la actividad eléctrica de 
las neuronas (Neumann y cols., 1996), por distintas neurotrofinas como el factor 
neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y la 
neurotrofina-3 (NT-3), y por sustancias liberadas durante la actividad neuronal normal 
como la noradrenalina (NA), la α-MSH, el péptido intestinal vasoactivo (VIP) y 
PACAP, todas las cuales contrarrestan los efectos de activadores microgliales mediante 
el incremento de los niveles intracelulares de AMPc (McCluskey y Lampson, 2000; 
Aloisi, 2001). Una hipótesis involucra a los contactos célula-célula entre la microglía y 
las neuronas en el inicio de la activación microglial: la expresión constitutiva de CD200 
por las neuronas mantendría inactiva a la microglía, que expresa el receptor para esta 
proteína de membrana (CD200R). La pérdida de integridad de la neurona provocaría la 
ausencia del ligando (CD200), induciendo la expresión por parte de la microglía de un 
fenotipo activado (Hoek y cols., 2000; Wang y cols., 2007). 
 
 La microglía activada puede ejercer una acción neuroprotectora (Polazzi y cols., 
2001; Polazzi y Contestabile, 2002) mediante la secreción de productos que son 
beneficiosos para la función neuronal, como el IGF-1 (Zhao y cols., 2006; Mason y 
cols., 2001), la tromboespondina (Chamak y cols., 1994), el bFGF y el NGF (Heumann 
y cols., 1987), la IL-1 (Wang y cols., 2008; Lai y Todd, 2008) o la IL-6 ( Juliet y cols., 
2008; Sawada y cols., 1995; Bruce-Keller, 1999), el TNF-α (Cheng y cols., 1994) o 
diversos prostanoídes (Minghetti y Levi, 1998). Además, la microglía activada parece 
necesaria para la remodelación del tejido nervioso dañado (Prewitt y cols., 1997; Moller 
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y cols., 2000). Su capacidad fagocítica le permite retirar los restos celulares y la mielina, 
inhibidora del crecimiento axonal (Cadelli y cols., 1992; Frisen y cols., 1994). También 
puede mediar la muerte de los oligodendrocitos inhibidores de la regeneración (Lotan y 
cols., 1994). No obstante, aunque la respuesta de activación aguda de la microglía tiene 
un carácter protector, el efecto de estas células puede ser nocivo en los casos de 
activación crónica, además, una activación exagerada y crónica de la activación 
microglial podría conducir a la neurotoxicidad y podría ser perjudicial para el tejido 
nervioso (Thomas, 1992; Streit y cols., 1999; Polazzi y Contestabile, 2002; Depino y 
cols., 2003; Kim y de Vellis, 2005, Marchetti y Abbracchio, 2005; Minghetti, 2005; 
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Hipótesis general 
 
 La inflamación sistémica crónica inducida por el estado de sobrepeso o por 
patógenos modula los niveles circulantes de citoquinas como la leptina, que a su vez  
afecta a la activación microglial, la producción de citoquinas centrales y la respuesta a 
moduladores neuroendocrinos como el estradiol y la leptina, que vinculan las respuestas 




• El sobrepeso, la leptina y el estradiol pueden regular la activación de la microglía y 
la acción de citoquinas como la IL-6 en el sistema nervioso central.  
 
• Los moduladores selectivos de los receptores de estrógeno pueden regular el peso 
corporal, los niveles de leptina, la activación de la microglía y la acción de 
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1. Determinar el efecto del sobrepeso y de un tratamiento crónico de leptina icv sobre 
la activación microglial en el hipotálamo y cerebelo. 
 
2. Estudiar la modulación de la IL6, de su receptor (IL-6Rα) y los receptores de 
estrógeno ERα y ERβ, en el hipotálamo y cerebelo de las ratas con sobrepeso o 
tratadas con leptina icv.  
 
3. Investigar el efecto de la leptina y el estradiol sobre la activación microglial y la 
expresión de la IL-6 y su receptor, así como sus efectos cuando están combinados 
entre sí o con el LPS, en un modelo in vitro. 
  
4. Analizar si los compuestos estrogénicos afectan a los cambios de peso corporal, a 
los niveles de leptina séricos, a la activación microglial, y a la expresión del sistema  
de IL-6 en el cerebelo, inducidos por un modelo de inflamación in vivo. 
 
5. Estudiar si el tiempo de ovariectomía influye en la respuesta a la inflamación central 
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1. MATERIAL BIOLÓGICO EMPLEADO 
 
1.1 Muestras de tejido cerebral de rata 
 Para todos los experimentos se emplearon ratas adultas de la especie Rattus 
norvegicus, variedad albina, raza Wistar. Los animales se obtuvieron de la cría en los 
animalarios de la Universidad Complutense de Madrid y la Universidad de Córdoba. 
Los animales fueron criados en condiciones estándar: 22 + 2 ºC de temperatura, 
humedad relativa del ambiente entre 50 y 55%, ciclos de luz-oscuridad 12h:12h, 
alimentación con pienso artificial equilibrado para roedores (Panlab, Barcelona, España) 
y libre disponibilidad de agua. La manipulación de los animales se realizó de acuerdo 
con las directrices de la Unión Europea (86/609/EEC). Se procuró emplear el menor 
número de animales en cada diseño experimental. Los animales operados recibieron un 
trato cuidadoso y se procuró evitarles sufrimiento innecesario. Todos los animales 
fueron anestesiados antes de cualquier intervención quirúrgica. El estado de sedación se 
determinó como la ausencia de reflejo de retirada en respuesta a un estímulo táctil en la 
cola y la planta del pie y ausencia del reflejo palpebral al estimular la superficie del ojo. 
 
1.2 Líneas celulares 
 Los estudios in vitro se han llevado a cabo en una línea tumoral de ratón 
denominada BV-2 de microglía, adquirida en el cell bank Interlab Cell Line Collection 
(ICLC). Esta línea se expandió en placas P100 Sterilin (BD, Biosciences, Madrid, 
España) utilizando medio RPMI (1640, GibcoBrl) suplementado con 2mM de L- 
Glutamina, 1% de antibiótico estreptomicina, al que se le añadió suero fetal de ternera al 
10% inactivado por calor, al baño maría durante 30 minutos a 57 ºC. Se realizaron pases 
1:10 para su mantenimiento. El medio de cultivo fue reemplazado 2 veces por semana 
aproximadamente. Para evitar posibles modificaciones en las líneas celulares, cada 
cultivo fue sometido a un máximo de cuatro pases. 
 Debido al crecimiento en semisuspensión de las células BV-2, para despegarlas, 
empleamos un raspador recogiendo las células adheridas débilmente al sustrato y las 
que crecían en suspensión, realizando una centrifugación posterior de 400g 5’. (Todas 
las soluciones usadas para cultivos son de Invitrogen, GibcoBrl, Barcelona, España). 
 
 El subcultivo se realizó en placas P60 Sterilin con un recubrimiento de poli-D-
Lisina a una concentración de 50µg/ml (P0899, Sigma-Aldrich, Tres Cantos, España), 
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con el fin de anclar las células al sustrato de la placa. La densidad a la que se sembraron 
fue de 50.000 células/ cm2, tanto para el análisis de las proteínas mediante Western 
blotting como para el estudio de la expresión de genes por RT-PCR. El medio de 
subcultivo es igual al de expansión, con la salvedad de que el porcentaje de suero 
empleado es del 0.1%, reduciendo la posibilidad de que alguna de las hormonas que 
pudiera contener el suero fetal de ternera, interfiriera en nuestros resultados.  
2. PROTOCOLOS GENERALES  
 
2.1 Ovariectomía 
 La resección quirúrgica completa y bilateral de las gónadas se realizó en los 
animales profundamente anestesiados, con una mezcla de halotano (Fluothane, 
AstraZeneca Farmacéutica, Madrid, España) y aire (oxígeno medicinal) al 2-3%. Para la 
inducción de la anestesia, la concentración de la mezcla se elevó al 5%. Con el fin de 
evitar una hipotermia excesiva, los animales permanecieron sobre una manta calefactora 
(37 ºC aproximadamente) durante todo el proceso quirúrgico. Se escogió la ruta de 
acceso dorsal para proceder a la ovariectomía, tomando como referencia las vértebras 
lumbares. Una vez rasurada y desinfectada la piel, se hizo una incisión medial única, 
desde la cual se accedió a la musculatura abdominal de cada uno de los lados del 
animal. Seguidamente se separaron los correspondientes paquetes musculares, con la 
punta de unas tijeras romas, para dar acceso a la cavidad peritoneal. Con unas pinzas se 
sacó la grasa peritoneal de la región lumbar, en la cual está embutido el ovario, y se hizo 
un lazo, con sutura reabsorbible estéril (31003, Ercelab, España), alrededor de la parte 
distal del oviducto. Por último se resecó completamente el ovario y se suturaron el 
músculo, con seda estéril (555157, Ercelab) y la piel, con grapas quirúrgicas. El proceso 
se repitió con el ovario del otro lado del animal. 
 
2.2 Implantación de minibombas osmóticas 
 Los animales fueron anestesiados con una mezcla de isofluorano y aire al 2 % 
(Isoba vet, Centauro, Masies de Roda, España) y se colocaron en un aparato 
estereotáxico Kopft, con la barra de los dientes incisivos situada en la posición de -3,5 
mm. Se tomaron las coordenadas estereotáxicas de acuerdo con el atlas de Paxinos y 
Watson (Paxinos y Watson, 1986). Después de rasurar y limpiar la zona con etanol, se 
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realizó una incisión con bisturí en el cuero cabelludo y se practicó una trepanación 
longitudinal en el cráneo con una broca. Las coordenadas empleadas fueron 0,16 mm 
lateral y 0,8 mm caudal a bregma. Con unas tijeras de punta roma desbridamos a un 
lado de la columna vertebral formando un bolsillo subcutáneo y colocamos la bomba 
con unas pinzas de hemostasia, a continuación  desplazamos la cánula de la bomba por 
el orificio del cráneo y añadimos cemento para que no se desplazara la cánula, 
finalmente se suturó la piel de la cabeza con grapas. La bomba empleada fue una mini-
bomba osmótica (Alzet, DURECT Co., Cupertino CA, Estados Unidos) con una 
velocidad de liberación de 0,25 µl/hora.  
 
2.3 Diseño experimental 
 
• MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN IN VIVO 
 
 
2.3.1 MODELO DE SOBRENUTRICIÓN POSTNATAL: Implicación del 
exceso de peso en el estado de activación microglial, en el sistema de IL-6/IL-
6Rα y en la regulación del neuropéptido MCH. 
 
 Estudiamos cómo el sobrepeso, al igual que la obesidad que está considerada 
como un estado patológico de inflamación moderado pero crónico, pudiera afectar a la 
inflamación microglial. Para ello se empleó un modelo puesto a punto en el laboratorio 
del Dr. Manuel Tena-Sempere en la Universidad de Córdoba y basado en generar 
camadas con un bajo número de crías, para que recibieran una sobrenutrición materna 
en comparación a los animales de camadas con un número normal de crías (You y cols 
1990).  
 El modelo se desarrolló de la siguiente forma; en el día del parto se ajustaron las 
camadas a 4 o 12 crías por madre. Después del destete (21 días) se redistribuyeron las 
ratas en grupos de 4 crías por jaula y fueron alimentadas ad libitum, hasta los dos meses 
de edad, momento en el que fueron sacrificadas por perfusión (Fig.11).   
  
 En el hipotálamo y cerebelo se analizaron mediante Western blotting los niveles 
de la IL-6 y su receptor y por inmunohistoquímica en cortes de 50 µm, se estudiaron los  
siguientes marcadores:  
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• La activación microglial mediante la cuantificación de células inmunorreactivas 
frente al complejo de histocompatibilidad de clase II (MHC-II)  
• Las modificaciones cualitativas de la IL-6 
• Los cambios en la distribución anatómica del IL-6Rα 
• Las variaciones en la población de neuronas IL-6Rα  positivas productoras de 
MCH. 
Mediante inmunohistoquímica doble observamos la colocalización de las neuronas 
MCHérgicas que inmunoexpresaban el receptor de IL-6 en el hipotálamo. 
60 días
Rata wistar
4 crías/madre (grupo sobrepeso)
Día del parto 0
TAMAÑO CAMADA






Fig.11. Figura representativa del modelo experimental de sobrenutrición postnatal. 
 
 
2.3.2 MODELO DE TRATAMIENTO CRÓNICO CON LEPTINA 
INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV): Efectos sobre la activación 
microglial, el sistema de IL-6/IL-6Rα y los ERs 
 
 Con el fin de estudiar el posible efecto de la leptina en la activación de la 
microglía se emplearon 6 ratas macho de 3 meses de edad Wistar, para el grupo control 
que recibieron una minibomba con suero salino (vehículo) y otros 6 con implantación 
de una minibomba que liberaba leptina (400-21, Peprotech, Rocky Hill, NJ, Estados 
Unidos) a una dosis de 15 µg/día, intracerebroventricularmente (Hao y cols, 2006). El 
tratamiento se prolongó 14 días, durante los cuales las ratas se pesaron a diario, hasta 
que finalmente fueron sacrificadas por decapitación (Fig. 12). 
   
 Se valoró el efecto del tratamiento con leptina en la activación microglial 
mediante inmunohistoquímica frente a MHC-II en secciones de 20 µm y mediante 
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Western blotting, se analizaron los niveles de la IL-6, el IL-6Rα y los receptores de 




Implantación i.c.v de minibombas osmóticas
Día 14
CONTROL
LEPTINA (15 µg/ día)
 
Fig.12. Figura representativa del modelo experimental de tratamiento crónico con leptina (icv) 
 
2.3.3 MODELO DE INFLAMACIÓN IN VIVO: Modulación de la activación 
microglial, el sistema de IL-6/IL-6Rα y los ERs en el cerebelo, por efecto del 
LPS y varios compuestos estrogénicos 
 
 Investigamos cómo en el modelo de inflamación sistémico por LPS, el 17β-
estradiol, agonistas del receptor de estrógenos α y β (PPT y DPN, respectivamente) y 
los SERMs, tamoxifeno y raloxifeno, modulan la inflamación microglial en el cerebro. 
Para ello hemos tratado a los animales con lipopolisacárido bacteriano de Escherichia 
coli 055:B5 (L2880, Sigma-Aldrich). Los compuestos estrogénicos probados fueron: el 
17β-estradiol (E2758, Sigma-Aldrich), tamoxifeno (T5648, Sigma-Aldrich), raloxifeno 
(R1402, Sigma-Aldrich),  PPT (4,4',4''-(4-Propil-[1H] pirazol-1,3,5-triil) trisfenol) y 
DPN (2,3-bis (hidroxifenil) propionitrilo) (1426 PPT y 1494 DPN; Tocris, Bristol, Gran 
Bretaña).  
 
 El protocolo experimental de tratamiento con LPS está basado en un estudio de 
inducción del complejo MHC-II en ratas inyectadas con LPS (Ng y Ling, 1997). Las 
dosis de compuestos estrogénicos están basadas en estudios anteriores sobre su efecto 
neuroprotector en un modelo de excitotoxicidad (Ciriza y cols, 2004). Las dosis de PPT 
y DPN están escogidas de entre un amplio rango de dosis descritas en la literatura (Dai  
y cols, 2007; Garrido-Gracia y cols, 2007; Sánchez-Criado y cols, 2006). 
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 Planeamos 3 grupos experimentales: 1) ratas macho a los que se trató a los 3 
meses de edad 2) hembras que fueron ovariectomizadas a los 3 meses de edad y tratadas 
7 días después de la ovariectomía y 3) hembras que fueron ovariectomizadas a los dos 
meses y 7 días de edad y tratadas al mes siguiente. Para cada tratamiento experimental 
se estudiaron entre 4 y 8 animales. En los grupos control de la inflamación (vehículo 
más LPS) se incluyó un número mayor de animales, 16 en el caso de las hembras de una 
semana de ovariectomía, 9 en el grupo de ratas de un mes de ovariectomía y 16 en el 
caso de los machos. Se administraron dos inyecciones subcutáneas de distintos 
compuestos estrogénicos: 17β-estradiol, tamoxifeno, raloxifeno, PPT y DPN, o vehículo 
(40 µl/mg de dimetilsulfóxido (DMSO), en  solución salina al 0,9%)  y dos inyecciones 
intraperitoneales de LPS de Escherichia coli (005-B5, L2880, Sigma-Aldrich) o 
vehículo, preparado en tampón fosfato salino 0,1M (pH 7,4). En primer lugar se 
administró el compuesto estrogénico y 1 h después se inyectó la primera dosis de LPS 
(1 mg/Kg). Al cabo de 3 días se administró una segunda inyección del compuesto 
estrógenico y 1 hora más tarde la segunda dosis de LPS (1,33 mg/Kg). Las dosis de los 
compuestos estrogénicos fueron iguales en las dos inyecciones. Los animales fueron 
sacrificados a los 4 días de la segunda inyección. Se incluyeron tres grupos control: (1), 
grupo tratado con el vehículo del compuesto estrogénico y el vehículo del LPS (2), 
grupo tratado con el vehículo del compuesto estrogénico y con LPS y (3), grupo tratado 
con el compuesto estrogénico y el vehículo del LPS (Figs. 13 y 14).  
 
En el grupo de los machos se probaron varias dosis distintas de 17β-estradiol 
(50, 250, 500 y 700 µg/kg), tamoxifeno (0,5, 1 y 2 mg/kg) y raloxifeno (0,5, 1 y 2 
mg/kg). 
1ª dosis 2ª dosis
3 días 4 días
Ratas macho Wistar 










Fig.13. Figura representativa del modelo experimental de inflamación realizado en ratas macho 
wistar. 
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En el grupo de hembras de una semana de ovariectomía las dosis ensayadas 
fueron: 17β-estradiol (50, 250 y 500 µg/kg), tamoxifeno (0,5, 1 y 2 mg/kg), raloxifeno 
(0,5, 1 y 2 mg/kg), PPT (2,4, 1,2, 0,6 mg/kg), DPN (2,4, 1,2, 0,6 mg/kg) y la 
combinación de PPT más DPN con las 3 dosis. 
 
En el grupo de ratas de un mes de ovariectomía las dosis empleadas fueron: 17β-
estradiol (250 µg/kg), tamoxifeno (0,5 y 1 mg/kg) y raloxifeno (0,5 y 1 mg/kg). 
1ª dosis 2ª dosis
3 días 4 días
Ratas hembras Wistar 
ovariectomizadas










Fig.14. Figura representativa del modelo experimental de inflamación realizado en ratas con tiempo 
de ovariectomía de una semana y un mes. 
 
A los siete días del inicio del tratamiento los animales fueron perfundidos. 
Mediante inmunohistoquímica en cortes de 50 µm, estudiamos en el cerebelo, los  
siguientes parámetros:  
• La activación microglial (MHC-II)  
• La población total de microglía (OX-42)  
• Las modificaciones cualitativas de la IL-6  
• Los cambios en la inmunorreactividad de IL-6Rα en las neuronas de Purkinje 
 
En el grupo de hembras de una semana de ovariectomía tratadas con LPS y grupo 
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• MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN IN VITRO 
 
2.3.4 MODELO DE INFLAMACIÓN IN VITRO: Acción del LPS, la leptina, el 
estradiol y la IL-6 en la activación microglial, el sistema de IL-6/IL-6Rα y el 
ERβ 
 
 Diseñamos este experimento con el fin de averiguar el efecto de la leptina y del 
17β-estradiol en las células BV-2 activadas por LPS. Se emplearon diferentes dosis de 
leptina (0,01, 0,1, 1, 5 y 10 µg/ml) y de 17β-estradiol (10-9,10-10,10-11 M) en 
combinación con el LPS (1µg/ml). Las dosis de leptina fueron extraídas de un trabajo 
sobre la acción de la leptina en la producción de IL-1β en cultivos primarios de 
microglía (Pinteaux y cols, 2007) y las de 17β-estradiol y LPS están basadas en un 
estudio anterior sobre el efecto  del estradiol en la expresión de mediadores 
inflamatorios en respuesta a LPS en las células BV-2 (Baker, 2004). 
El procedimiento experimental fue el siguiente, las células se sembraron a 50.000 
células/cm2 en medio suplementado con 0.1% de suero fetal inactivado, al día siguiente 
se añadieron los tratamientos y se mantuvieron durante 24 horas, pasado este tiempo las 
células fueron lisadas y se llevaron a cabo los protocolos de extracción de proteína y 
ARN anteriormente detallados. Cada experimento fue reproducido un mínimo de 3 
veces (Fig.15). 
 Se incluyeron 3 grupos control: (1), grupo tratado con el vehículo del 
tratamiento; 17β -estradiol (DMSO en medio RPMI) o leptina (solución salina 0.9%) y 
el vehículo del LPS (solución salina 0.9%) (2), grupo tratado con el vehículo del 17β -
estradiol o leptina y con LPS y (3), grupo tratado con 17β -estradiol o leptina y el 
vehículo del LPS.   
 
 Para investigar si la regulación del IL-6Rα está mediada por el 17β-estradiol en 
estas células de microglía, realizamos un experimento en el que se estimuló a las células 
con IL-6 a una dosis de 10ng/ml, previamente descrita en varios trabajos (Shozu y cols, 
1997; Ahmed y cols, 2007; Lipnik-Stangelj and Carman-Krzan, 2005) y 17β-estradiol 
(10-11 M) y con la combinación de ambos. Los controles fueron tratados con el vehículo 
de la IL-6 (1mg/ml de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) en solución salina 
0.9%) y del 17β-estradiol. 
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 Para estudiar el efecto combinado de la leptina y el estradiol en la regulación del 
IL-6Rα, realizamos un ensayo en el que se trató a las células con leptina, estradiol o la 
combinación de ambos estímulos. 
 Mediante Western blotting, analizamos los niveles de la enzima ciclooxigenasa-
2 (COX-2), el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), la enzima SOCS-3, el 













Fig.15. Figura representativa del modelo experimental de inflamación in vitro  realizado en las células 
de microglía BV-2. 
 
 
2.4 Procesamiento de los tejidos 
 
2.4.1 Perfusión 
 Los estudios de inmunohistoquímica del modelo de inflamación in vivo y 
obesidad exógena, se llevaron a cabo sobre tejido fijado por perfusión.  
Las ratas fueron anestesiadas profundamente con 2,2,2- tribromoetanol (0,2 g/Kg, Fluka 
Chemika) y perfundidas a través de la arteria aorta (ruta transcardial) con 50 ml de 
solución salina (NaCl al 0,9% en agua destilada), seguidos de 200 ml de 
paraformaldehído al 4% en tampón fosfato de Sorensen 0,1 M (pH 7,4). Los cerebros se 
mantuvieron en post-fijación por inmersión durante 4 horas en la misma solución de 
paraformadehído. Una vez fijados, los cerebros se cortaron a un grosor de 50 µm, con 
un Vibratomo Leica VT1000S (Heidelberg, Alemania). Los cortes obtenidos se 
almacenaron hasta su uso a -15 ºC en una solución crioprotectora compuesta por 30% 
de etilenglicol, 30% de sacarosa y 60% de tampón fosfato 0,1M. 
 A las ratas del experimento de inflamación in vivo, tras la anestesia e instantes 
antes de realizarles la perfusión se les extrajo la sangre; mediante una punción cardiaca 
se les succionó toda la sangre directamente del corazón. Las muestras sanguíneas se 
dejaron reposar a temperatura ambiente durante 1 hora y se centrifugaron a 5000 rpm 
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durante 5 minutos a 4 ºC para separar el suero, que se recolectó y se guardó a -80 ºC 
hasta su utilización.  
 
2.4.2 Congelación 
 Para los estudios de inmunohistoquímica y Western blotting en el tejido del 
modelo de tratamiento crónico con leptina, se procedió a sacrificar al animal, 
previamente anestesiado con CO2, por decapitación con una guillotina, entre la primera 
y segunda vértebras cervicales. Se extrajo el cerebro y se aislaron las zonas de interés e 
inmediatamente se introdujo el tejido en nieve carbónica, manteniéndolo congelado a -
80 ºC hasta su empleo. Para los estudios histológicos, se realizaron cortes del tejido a un 
grosor de 20 µm, con un Criostato (CM 1900, Leica).  
 
 
2.5 Inmunohistoquímica y tinciones celulares 
 
2.5.1 Marcaje simple por inmunoperoxidasa 
 La inmunohistiquímica simple fue llevada a cabo en flotación, en secciones 
procedentes de Vibratomo, y sobre portaobjetos en secciones cortadas en congelación 
con un Criostato. Las incubaciones con los anticuerpos y los lavados se realizaron en 
agitación moderada, utilizando una solución de lavado. Esta solución estaba compuesta 
por tampón fosfato salino 0,1M; pH 7,4 (PB), 0.3% de Triton X-100 y 0,3% de BSA. El 
protocolo empleado fue el siguiente: en primer lugar, se lavaron las secciones con 
tampón fosfato salino 0,1M (PBS) para eliminar los restos de crioprotector y realizamos 
los siguientes lavados con solución de lavado (3 veces durante 10 minutos). A 
continuación, se inhibió la actividad peroxidasa endógena del tejido, incubando las 
secciones en PB con 3% de peróxido de hidrógeno y 30% de metanol, durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Tras lavar profusamente, se incubaron los cortes una 
noche o dos noches con el anticuerpo primario de interés;  frente a microglía reactiva 
(MHC-II), microglía total (OX-42), astrocitos reactivos (Vimentina), IL-6, y su receptor 
(IL-6 Rα) o células en proliferación (P-Histona 3), diluido en solución de lavado con un 
suplemento de 3% de suero de cabra (NGS), a excepción del anticuerpo primario frente 
a MCH generado en cabra, en cuyo caso se realizó un bloqueo previo con 3% de BSA 
en solución de lavado durante 1 hora. Tras el periodo de incubación con el anticuerpo 
primario, se realizaron lavados y se incubó el tejido durante 2 horas con el anticuerpo 
secundario diluido 1:300 a temperatura ambiente. Para amplificar la señal de los 
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anticuerpos de ERα y ERβ se empleó un kit de amplificación con tiramida (TSA Biotin 
System NEL700; NEN Life Science Products, Boston, MA, Estados Unidos) según las 
especificaciones del fabricante. 
 
  Para la evaluación en el microscopio de luz transmitida, se utilizaron anticuerpos 
secundarios generados en cabra y en conejo, conjugados con biotina (ver Tabla 1). En 
este caso, los cortes fueron incubados posteriormente con un complejo de avidina-
biotina peroxidada (ABC 32020; PIERCE, Rockford, IL, USA) diluido 1:500 en 
solución de lavado. El producto de reacción de la peroxidasa se reveló incubando las 
secciones en una solución de diaminobencidina (DAB) al 0,03% (D4418, Sigma-
Aldrich) y peróxido de hidrógeno al 0,01% en PBS 0,1 M. A continuación, las 
secciones en flotación fueron montadas en portaobjetos gelatinizados. Todas las 
muestras fueron posteriormente deshidratadas, cubiertas con DEPEX (BDH Laboratory 
Supplies, England) y observadas con un microscopio Leica (DMRB-E, Heidelberg, 
Alemania). 
 
2.5.2 Marcaje doble por inmunoperoxidasa frente a IL6-Rα y MCH 
 La doble inmunohistoquímica fue realizada con el fin de colocalizar el receptor 
de IL-6  con las neuronas MCHérgicas en el cerebro. Las secciones en flotación fueron 
incubadas con el anticuerpo primario frente a MCH durante 2 noches a 4 ºC. A los dos 
días, fueron lavadas en solución de lavado e incubadas con el anticuerpo secundario 
generado en conejo, contra inmunoglobulinas G de cabra, conjugado con biotina, 
seguidamente las secciones se lavaron y a continuación se incubaron durante 1 hora con 
el complejo ABC, revelando con DAB, siguiendo el protocolo ya descrito. Después del 
revelado, se realizaron lavados a fondo y se incubaron las secciones con el anticuerpo 
frente al IL6-Rα, durante 2 noches a 4 ºC, siguiendo el mismo protocolo, y empleando 
un anticuerpo secundario generado en cabra, contra inmunoglobulinas G de conejo, 
conjugado con biotina. En el proceso del revelado añadimos a la mezcla de DAB y 
0,01% de H2O2, sulfato de níquel-amonio (concentración final del 2%) y cloruro de 
cobalto (concentración final del 2%) con el fin de intensificar la reacción y facilitar la 
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2.5.3 Inmunohistoquímica doble por fluorescencia 
 La doble inmunohistoquímica fue realizada con el fin de averiguar la 
colocalización de los receptores de estrógenos α y β con el marcador de células de 
microglía OX-42. Las secciones fueron incubadas con los correspondientes anticuerpos 
primarios durante 2 noches a 4 ºC  (ver  Tabla1).Transcurrido este tiempo se lavaron 
con solución de lavado e incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente y en 
oscuridad con anticuerpos secundarios anti IgG, combinados con alexa 488 (verde)  ó 
594 (roja) (ver Tabla 1). Las preparaciones se observaron en un microscopio de 
fluorescencia (Leica DMI 6000B microscope. Heidelberg, Alemania). 
 
2.5.4 Controles de especificidad 
 En las pruebas inmunohistoquímicas se llevaron en paralelo distintos controles 
de especificidad. Sólo se consideraron válidas para estudio las pruebas en las que estos 
controles aparecían sin marcaje: 
-Omisión del anticuerpo primario: realizado para descartar que la señal se debiera a 
uniones inespecíficas de los anticuerpos secundarios o a fondo derivado de otras etapas 
del proceso. 
-Control de reactividad cruzada: empleado en los experimentos de colocalización, para 
descartar posibles interferencias entre las dos parejas de anticuerpos. Se incubaron las 
secciones con cada uno de los anticuerpos primarios por separado y a continuación con 
ambos anticuerpos secundarios marcados con alexas verde y roja. 
-Control de autofluorescencia: Para descartar fluorescencia intrínseca del tejido, se 
incluyeron cortes incubados en ausencia tanto del anticuerpo primario como del 
secundario.  
 
2.5.5 Tinción con verde de metilo 
 Se empleó como tinción general de núcleos celulares. La solución se preparó 
empleando verde de metilo (M 8884; Sigma) disuelto al 0,5% en tampón acetato sódico 
0,1 M pH: 4,2. Se incubaron los cortes durante 3 minutos en solución de verde de metilo 
y se aclararon con baños de alcoholes de concentración creciente (3 minutos 
aproximadamente por baño). 
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TABLA 1. ANTICUERPOS EMPLEADOS EN INMUNOHISTOQUÍMICA 
ANTICUERPOS 
PRIMARIOS 
ESPECIE DILUCIÓN REFERENCIA 
ED-1 (anti CD68) Ratón 1:1000 SEROTEC 
ERα (MC-20) Ratón 1:300 SC 542; SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY 
ERβ  Conejo 1:500 51-7900; ZYMED 
ERβ Pollo 1:200 14021; ABCAM 
IL-6 Conejo 1:100 500-P73; PEPROTECH 
IL-6Rα (M-20) Conejo 1:150 Sc-660; SANTA CRUZ 
MHC-II (MRC-OX6) Ratón 1:300 MCA46G; SEROTEC 
P-Histona 3 Ratón 1:500 9715; CELL SIGNALLING 
TECHNOLOGY 
Pro-MCH (C-20) Cabra 1:750 SC-14509; SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY 
OX-42 (CD-11b) Ratón 1:300 MCA275G; SEROTEC 
VIMENTINA (9) Ratón 1:500 M0725; DAKO 
ANTICUERPOS 
SECUNDARIOS 
ESPECIE DILUCIÓN REFERENCIA 




Cabra anti IgG de ratón 
biotinado 
Cabra 1:300 31800; PIERCE 
Conejo anti IgG de cabra 
biotinado 
Conejo 1:300 31732; THERMO SCIENTIFIC 
Cabra anti IgG de ratón 
Alexa roja 
Cabra 1:1000 A-11020, MOLECULAR PROBES 
Cabra anti IgG de conejo 
Alexa verde 
Cabra 1:1000 A-11008, MOLECULAR PROBES 
Cabra anti IgG de pollo 
Alexa verde 
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2.6 MÉTODOS DE VALORACIÓN Y CUANTIFICACIÓN 
 
2.6.1 Análisis morfométrico: La técnica del disector óptico 
 El avance más importante en el recuento estereológico o no sesgado de 
estructuras microscópicas fue la introducción del método del disector (Sterio, 1984). El 
disector consiste en la obtención de parejas de secciones separadas por una distancia 
conocida. El recuento de una partícula incluida en la estructura sólo es válido si aparece 
contenida en una sección y no en la siguiente. El problema de este método reside en la 
obtención de parejas de secciones de distancia conocida, que cumplan una probabilidad 
uniforme de que aparezca el objeto de interés. Para salvar este problema y obtener un 
aumento de la eficacia de recuento, se puede utilizar un método de barrido continuo. En 
microscopía óptica se puede obtener este barrido si se utilizan “secciones ópticas” 
dentro de un corte de cierto grosor. Eso se lleva a cabo determinando el grosor de una 
sección y barriendo toda la altura de la misma con el foco del microscopio, 
determinando como límite superior las primeras células que aparezcan enfocadas. Esto 
se conoce como “disector óptico”, y es el principio que hemos aplicado en la mayoría de 
nuestros experimentos, de la manera que lo describen Howard y Reed (1998).  
 
2.6.2 Análisis estereológico en el modelo de sobrenutrición postnatal  
 
• Células MHC-II inmunorreactivas  
 Empleamos  un modelo de sobrenutrición postnatal con ratas Wistar, para 
estudiar el potencial efecto del sobrepeso en la activación microglial en cerebro, 
centrándonos en el hipotálamo, y el cerebelo de estos animales. Analizamos varios 
núcleos del hipotálamo: PVN, VMH, DMN y Arc. Analizamos también el quiasma 
óptico (OX) y la eminencia media (EM). Debido a la baja densidad de células MHC-II 
inmunorreactivas presentes en el hipotálamo de estas ratas no resultó posible realizar un 
recuento aplicando los principios del disector óptico. Por este motivo, para estimar el 
número de células inmunorreactivas frente a MHC-II, contabilizamos el número total de 
perfiles celulares por animal en 6 cortes (50µm) de una serie consecutiva, calculando el 
promedio de perfiles celulares por corte. 
En el cerebelo, también obtuvimos muy baja densidad de células MHC-II 
inmunorreactivas. Estimamos el número de células totales en sustancia blanca de 
cerebelo en 9 cortes de 50 µm, en una serie consecutiva. 
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• Células  IL-6Rα inmunorreactivas  
 En el hipotálamo, las células que presentaron mayor inmunorreactividad frente a 
IL-6Rα fueron las neuronas de la ZI, las áreas hipotalámicas dorsal (DA) y lateral 
(LHA) y el área periventircular próxima al núcleo dorsal (Pe). El recuento de células en 
estas regiones fue estimado por el método del disector óptico (Howard & Reed 1998) 
empleando el grosor total de la sección como altura del disector (Hatton y von Bartheld 
1999) y varios visores de recuento dependiendo de la zona estudiada: (ZI) 144 x 144 
µm, (DA) 250 x 250 µm, (LHA) 100 x 100 µm, (Pe) 250 x 250 µm. Los recuentos se 
realizaron en 3 ó 4 cortes por animal y se contaron 22 campos por corte. El grosor de los 
cortes, en este caso de 50 µm,  se midió utilizando un mecanismo digital de medida de 
longitud (microcator, Heidenhain-Metro MT 12/ND221, Traunreut, Alemania), 
acoplado a un microscopio Leitz. Este método consiste en hacer un barrido continuo de 
la altura de la sección con el foco del microscopio, determinando como límite superior 
los primeros núcleos celulares que aparecen en foco y como límite inferior del corte, los 
últimos que aparecen enfocados. El volumen de las áreas sometidas a estudio fue 
estimado usando el principio de Cavalieri, empleando el método de conteo por puntos 
de Weibel (1979). Como no se observaron diferencias significativas en este parámetro 
entre los distintos grupos experimentales, los cambios en el número de células 
inmunorreactivas por unidad de volumen con la técnica del disector óptico 
probablemente reflejan cambios en el número total de dichas células. Aplicamos la 
siguiente fórmula para conocer el número de células por milímetro cúbico a partir del 







•  Células IL-6Rα y MCH inmunorreactivas 
 La densidad de células inmunorreactivas para el IL-6Rα que presentaban 
inmunomarcaje frente a MCH en las áreas cerebrales ZI, DA, LHA y Pe, fue 
estimada por el método del disector óptico. Los recuentos se realizaron en 3 cortes 
de 50 µm por animal y se contaron 22 campos por corte. Los visores de recuento 
 
Nºcélulas/mm3= (N x 1000)/ (A x Z) donde,  N = nº células/campo 
 A = área del campo (mm2) 
Z = grosor del corte (µm) 
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empleados fueron los usados para el recuento de células inmunorreactivas frente a 
IL-6Rα de las mismas áreas. 
2.6.3 Análisis estereológico en el modelo de tratamiento crónico con leptina 
(icv) 
• Células  MHC-II inmunorreactivas 
  Investigamos el efecto de la leptina i.c.v en la activación de las células de 
microglía en el hipotálamo. El número de células inmunorreactivas frente a MHC-II fue 
estimado por el método del disector óptico. El visor de recuento empleado fue de 130 x 
130 µm, en 6 cortes de 20 µm por animal. Se muestrearon 30 campos por corte. 
2.6.4 Análisis estereológico en el modelo de inflamación in vivo 
• Células OX-42 y MHCII inmunorreactivas  
 El tratamiento con la endotoxina LPS afecta al parénquima cerebral y cerebelar, 
en zonas que están más cercanas a la barrera hematoencefálica y en general produce 
una mayor activación microglial en la sustancia blanca. Las células MHC-II y OX-
42 inmunorreactivas fueron muy abundantes en la sustancia blanca de cerebelo, 
ambas en sustancia blanca central y en la capa molecular de la corteza cerebelar. Por 
tanto seleccionamos el cerebelo para el análisis morfométrico. El número células 
MHC-II y OX42 inmunorreactivas fue analizado en la sustancia blanca central del 
cerebelo en una región dorsal y anterior al núcleo lateral cerebelar, localizado entre 
los lóbulos 2–5 y en  una distancia lateral de ~2.4–2.9 mm de la  línea media, de 
acuerdo con el atlas esterotáxico del cerebro de la rata realizado por Paxinos y 
Watson (1986). El número de células fue estimado por el método del disector óptico 
empleando el grosor total de la sección como altura del disector (50 µm) y un visor 
de recuento de 220 x 220 µm. Se contaron 60 campos por animal.  
 
• Células  IL-6Rα inmunorreactivas  
 En el cerebelo de estos animales, las células que presentaron mayor 
inmunorreactividad frente a IL-6Rα fueron las neuronas de Purkinje. Se empleó el 
disector óptico para realizar los recuentos en la capa de células de Purkinje de los 
lóbulos 5 – 7 y  un visor de recuento de 125 x 105 µm. Se contaron 22 campos por 
animal. 
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• Células  OX-42 inmunorreactivas que presentan el ERα  
 Para cada animal, el porcentaje de células inmunorreactivas OX-42 que 
presentaban inmunomarcaje frente a ERα en la sustancia blanca central del cerebelo fue 
estimada en microfotografías de un área total de 0.1 mm2. Empleamos secciones 
inmunomarcadas frente al ERα y OX-42 (canales verde y rojo respectivamente) que 
fueron fotografiados con el objetivo 40X en un microscopio Leica DMI 6000B. Los 
puntos de colocalización de los canales rojo y verde fueron identificados en imágenes 
RGB con la ayuda del programa Image J (National Institute of Health, USA) utilizando 
la aplicación de colocalización. Los puntos de colocalización identificados por el 
programa Image J fueron confirmados por inspección visual  de las imágenes. En cada 
imagen, para estimar el porcentaje de somas celulares en los que colocalizaban OX-42 y 
ERα, se contaron el número de somas inmunorreactivos frente a OX-42 que presentaban 
puntos de inmunorreactividad frente a ERα y el número total de somas 
inmunorreactivas frente a OX-42.  
 
 
2.7 Obtención de proteínas 
 
2.7.1 Tejido 
 La  disección del hipotálamo se realizó mediante cortes alrededor de su 
contorno, e inmediatamente después, el tejido se homogenizó en un tampón de lisis 
adecuado para el posterior análisis por Western blotting: Tampón fosfato sódico 0,1M; 
pH 7,4, Triton X-100 1%, dodecil sulfato sódico (SDS) 0,1%, azida sódica 0,5%, EDTA 
2mM, deoxicolato sódico 0,5%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM y una 
pastilla de cocktail de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostics, GMBH) por cada 7 
ml de tampón de lisis.   
  
 Cada uno de los tejidos se sumergió en 500 µl de dicho tampón y con ayuda de 
un potter se homogenizó en frío.  El homogenizado se mantuvo durante 1 hora en hielo 
y posteriormente se centrifugó a  35060 g durante 20 minutos a 4 ºC, recogiéndose el 
sobrenadante y congelándose a -80 ºC hasta su utilización. La concentración de 
proteínas totales fue evaluada mediante el método de Bradford (1976). Brevemente, 
cada muestra diluida en agua se mezcló con el reactivo concentrado (Bio-Rad 
Laboratories Inc, Hercules, CA, Estados Unidos), según las indicaciones del fabricante. 
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La mezcla se agitó y se dejó reposar 5 minutos a temperatura ambiente, midiendo 
después su absorbancia a 595 nm con un espectofotómetro Infinite M200 (TECAN, 
Salzburgo, Austria). La recta patrón se realizó con 0-25 µg de BSA. 
 
2.7.2 Línea celular BV-2 
 Tras los correspondientes tratamientos, las células fueron levantadas mediante 
un suave raspado de la placa P60, se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos, se 
desechó el sobrenadante y se añadió tampón fosfato salino (PBS), de nuevo fueron 
centrifugadas y se añadieron 50 µl de un tampón de lisis: Hepes 25 mM, pH 8-9, KCl 
150 mM, EDTA 2mM, Igepal 0,1%, PMSF 1mM, Benzamidina 10 µM, Leupeptina 10 
µM, DTT 0,5 mM y Agua destilada.  
 
 El pellet de células fue totalmente resuspendido, antes de congelar el lisado 
celular a -80ºC durante una noche. A continuación,  los extractos fueron  
desnaturalizados siguiendo 3 ciclos de choques térmicos en N2 líquido y un baño a 37 
ºC. Posteriormente se centrifugó a  35060 g durante 15 minutos a 4 ºC, recogiéndose el 
sobrenadante y realizamos la estimación del contenido de proteínas mediante el ensayo 
de Bradford.  
 
2.8 Electroforesis y Western blotting 
 
 Esta técnica nos permite separar las distintas proteínas de una mezcla compleja 
(homogenizado de tejido o de una línea celular) en función de su peso molecular. Esto 
se consigue aplicando un campo eléctrico que obliga a las proteínas a moverse a través 
de un polímero poroso (gel de acrilamida/bisacrilamida). La electroforesis se realizó 
siempre en condiciones desnaturalizantes, esto es en presencia de altas concentraciones 
de detergente y de un agente reductor. Tras su separación electroforética, las proteínas 
se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF), donde una vez 
inmovilizadas, se procedió a su marcaje utilizando anticuerpos específicos. 
  Se empleó un equipo de electroforesis para geles de pequeño tamaño (Bio-Rad) 
y un tampón de electroforesis de tris-glicina (Tris 0,025 M pH 8,3; glicina 0,192 M; 
SDS 0,1%). Las alícuotas de proteína (60 µg para muestras obtenidas de tejido, 15 y 60 
µg  para aquellas procedentes de líneas celulares), se mezclaron con tampón Laemmli 
2x (conteniendo Tris-HCl 1 M pH 6.8, glicerol 25%, SDS 2% y azul de bromofenol 
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0.01%) y se desnaturalizaron durante 5 minutos a 100 ºC. El porcentaje de 
acrilamida/bisacrilamida que determina el tamaño del poro, se ajustó al peso molecular 
de la proteína que se fuera a detectar en cada caso. Junto a las muestras se cargó un 
marcador de peso molecular de rango amplio (10-250 KDa, Bio-Rad). Tras su 
separación electroforética, las proteínas fueron transferidas a una membrana de 
difluoruro de polivinilo en un equipo de transferencia sumergida (Bio-Rad). La 
membrana se lavó brevemente con agua destilada y se hizo una tinción general de 
proteínas con rojo Ponceu para realizar las correcciones de la carga en los pocillos, a 
continuación, se bloquearon los sitios de unión inespecíficos de la membrana durante 2 
horas a temperatura ambiente, utilizando una solución de leche desnatada en polvo o 
BSA al 5% en Tampón de Tris-HCl salino con Tween-20 (TTBS; Tris-HCl 10 mM pH 
7,4; NaCl 0,1M, Tween-20 0,1%, Sigma). Se empleó el bloqueo con BSA para 
anticuerpos frente a proteínas fosforiladas y anticuerpos que presentaban mayor 
inespecificidad. 
 La incubación con la mezcla del anticuerpo primario en TTBS suplementado con 
leche o BSA (ambos al 5%) se realizó durante 24h a 4ºC en agitación. Se utilizaron los 
anticuerpos detallados en la Tabla 2 a las diluciones indicadas. 
 





ESPECIE DILUCIÓN REFERENCIA 
COX-2 Conejo 1:1000 160116; CAYMAN CHEMICAL 
ERα Ratón 1:500 ALX-803-004; ALEXIS BIOCHEMICALS, CA, EEUU 
ERβ Conejo 1:500 ALX-210-132; ALEXIS 
BIOCHEMICALS, CA, EEUU 
IL-6 Conejo 1:500 500-P73; PEPROTECH 
IL-6Rα (M-20) Conejo 1:500 Sc-660; SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY 
SOCS-3 Conejo 1:1000 2923; CELL SIGNALLIG 
PCNA Ratón 1:1000 Sc-56; SANTA CRUZ 
BIOTECHNOLOGY 
P-IκB-α (Ser32) I Conejo 1:1000 9241L; CELL SIGNALING 
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2.9 Extracción de ARN, retrotranscripción (RT) y PCR cuantitativa 
en tiempo real 
 
 La extracción de ARN de las células BV2 se realizó a partir de placas P60, 
sembradas a una densidad celular de 50.000 células/cm2. Tras los tratamientos, 
levantamos las células, realizamos el lavado con PBS y centrifugamos como se ha 
detallado en el apartado anterior. Una vez obtenido el pellet de células, se resuspendió 
totalmente en 500 µl de reactivo TRIzol® (15596-018; Invitrogen, Nueva Zelanda) y a 
continuación realizamos la extracción de ARN según el protocolo descrito por 
Chomczynski y Sacchi (1987). El ARN obtenido fue cuantificado mediante 
espectrofotometría de alta sensibilidad (Nanodrop-1000, Thermo Fisher Scientific, 
Wilmington, DE, Estados Unidos). La retronstranscripción se realizó en un 
termociclador (Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler, Bio-Rad) y se empleó un kit que incluía 
la enzima MuLV trasnscriptasa reversa, inhibidor de RNasas, hexámeros de nucleótidos 
y desoxinucleótidos fosfato (dNTPs) (4368814; Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 
Estados Unidos). Retrotranscribimos 4µg de ARN, el protocolo fue el siguiente: el ARN 
se mantuvo a 70ºC durante 5 minutos para eliminar las estructuras secundarias. Durante 
esta fase, el ARN fue incubado con una mezcla de hexámeros de nucleótidos (Random 
Primers, Gibco LifeTechnologies Inc, Carlsbad, CA, Estados Unidos), empleados como 
cebadores para el inicio de la RT. Seguidamente, las muestras fueron incubadas a 37ºC 
durante 1 hora con la solución de RT que incluía la retrotranscriptasa y los 
desoxinucleótidos fosfato. Finalmente, las muestras fueron incubadas durante 15 
minutos a 70ºC para inactivar a la enzima retrotranscriptasa. Las PCRs a tiempo real 
fueron realizadas en un termociclador (ABI Prism 7500 Thermal Cycler, Applied 
Biosystems), en placas de 96 pocillos. Para cada reacción se tomaron 5µl del producto 
de RT (cDNA), previa dilución 1:2 para el análisis del gen de la IL-6 y para el gen 
control 18s tomamos 5 µl de una dilución 1:100 que procedía de una dilución previa 1:4 
del cDNA en agua destilada. A continuación,  se añadió un volumen de 15 µl que 
contenía los oligonucleótidos cebadores correspondientes a una concentración de 10 µM 
(Tabla 3) junto con la mezcla de reacción (SYBR GREEN PCR Master Mix, Applied 
Biosystems). Cada muestra fue amplificada por duplicado. Las amplificaciones fueron 
llevadas a cabo durante 40 ciclos con una primera etapa a 95ºC durante 15 segundos 
para desnaturalizar el ADN. A esta etapa le siguió una segunda a 60ºC durante 1 minuto 
para el anillamiento y elongación de los oligonucleótidos cebadores. Para detectar la 
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presencia de posibles contaminaciones externas con ADN genómico, en cada PCR se 
incluyeron controles sin el producto de RT, conteniendo en su lugar agua destilada. 
Después de la amplificación, se desarrolló una curva de desnaturalización, para asegurar 
la presencia de un único producto de amplificación. Para normalizar los valores de 
expresión de cada gen con respecto al contenido total de cDNA, los valores fueron 
comparados con los de la molécula de 18S ribosomal, empleada como control interno 
(Thellin y cols., 1999). El análisis de los datos de expresión génica relativa se realizó 
comparando los valores ∆ Ct con respecto al control interno del experimento y el gen 
control 18S, obteniendo los resultados calculando el logaritmo en base 2 –∆∆Ct (Livak y 
Schmittgen, 2001). 
 
2.9.1 Oligonucleótidos cebadores empleados 
 La secuencia del transcrito de IL-6 analizado se obtuvo a partir de la búsqueda 
en la base de datos de secuencias génicas NCBI database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Dentro de cada secuencia se seleccionaron las 
regiones más idóneas para su amplificación. Para el diseño de los oligonucleótidos se 
empleó el programa informático Primer Express (Applied Biosystems). Este programa 
permite estimar los parámetros básicos de los oligonucleótidos, como son su 
temperatura de disociación (Tm), porcentaje de guaninas-citosinas (%GCs) y el riesgo 
de formar dímeros de oligonucleótidos. Como características generales, los 
oligonucleótidos se caracterizaron por poseer una longitud de entre 18-25 bases, un 
porcentaje de GCs superior al 40% y una Tm en torno a 60 ºC (ver Tabla 3). Para 
determinar la idoneidad de cada pareja de oligonucleótidos se realizó un ensayo con el 
programa informático Amplify (Universidad de Wisconsin-Madison). Este programa 
permite realizar una PCR virtual con los oligonucleótidos seleccionados imitando las 
condiciones de una PCR real. Con los datos de esta PCR virtual se puede estimar la 
eficiencia aproximada que tendría la PCR real, permitiendo así seleccionar de forma 
óptima los oligonucleótidos cebadores. Para asegurar la especificidad de cada pareja de 
oligonucleótidos, se realizó una secuenciación del producto de PCR amplificado. Para 
ello, los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 2% 
y teñidos con bromuro de etidio. La banda de PCR fue purificada con un kit de 
purificación de productos de PCR (QIAquick PCR purification Kit, Qiagen) y 
secuenciada posteriormente (Servicio de Secuenciación Automática de ADN, Secugen 
SL, Madrid, España).  
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TABLA 3. OLIGONUCLEÓTIDOS CEBADORES 




OLIGONUCLEÓTIDO CEBADOR EN 
SENTIDO 5´-3´ 
OLIGONUCLEÓTIDO CEBADOR EN 
SENTIDO 3´-5´ Tm 
18S 
NR_003286 5´-CGCCGCTAGAGGTGAAATTCT-3´  5´-CATTCTTGGCAAATGCTTTCG-3´ 60 
IL-6 5´-GAAACCGCTATGAAGTTCCTCTCTG-3´  5'-TGTTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA-3' 60 
 
2.10 Técnica ELISA  para la determinación de la leptina sérica 
 
 La cuantificación de los niveles séricos de leptina se llevó a cabo siguiendo las 
instrucciones del fabricante (EZRL-83K; Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). 
Brevemente, se añadió tampón de ensayo a los pocillos de placas de poliestireno y a 
continuación se añadieron las muestras, se incubaron durante 2 horas a temperatura 
ambiente con una solución antisérica, después se realizaron varios lavados. Se añadió la 
solución con el anticuerpo frente a leptina de ratón biotinilado, manteniéndolo en 
incubación 1 hora a temperatura ambiente, seguido de los lavados. A continuación se 
agregó la solución con la estreptavidina conjugada con peroxidasa, durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y de nuevo se lavó la placa. Por último, se añadió el sustrato de la 
peroxidasa y se detuvo la reacción con ácido cuando la absorbancia de las muestras 
alcanzó las 1.2 unidades de densidad óptica al medirla a 370 nm. La lectura de los 
resultados fue realizada con un espectrofotómetro Tecan Infinite M200 (Grödig, 
Austria) a 450 nm y 590 nm. La sensibilidad de este método fue de 0,04 ng/ml, con 
unos coeficientes intra- e inter-ensayo de 2,2% y 3,4%, respectivamente. 
 
3. MÉTODOS ESTADÍSTICOS 
 
 Hemos empleado en este trabajo análisis estadísticos basados en la comparación 
de medias con datos no pareados. Para todas las pruebas empleamos el paquete 
estadístico GraphPad Prism versión 4.01. Se aplicaron pruebas paramétricas a las 
muestras que cumplían los requisitos de normalidad y homocedasticidad (igualdad de 
varianzas). El nivel de significación estadística se estableció siempre en valores de p 
menores de 0,05. La igualdad de varianzas se determinó con un valor de estadístico de 
Levene que ofreciera una p > 0,05. Para varianzas homogéneas se procedió de la 
siguiente manera: Los experimentos que comparaban sólo 2 tratamientos, se analizaron 
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con la prueba T de Student. Los experimentos que incluían más de 2 grupos 
experimentales fueron analizados con el test de ANOVA de una vía. En caso de que 
resultara significativa la prueba, se detallaron las diferencias entre parejas de muestras 
con comparaciones post hoc, mediante el test de Tukey y Bonferroni. En casos 
particulares, al comparar dos variables, como el efecto del LPS y el tratamiento 
hormonal, empleamos una ANOVA de dos vías, obteniendo el nivel de interacción 
entre las dos variables. Si la interacción resultaba negativa, se analizaron los datos 
mediante ANOVA de una vía para cada una de las variables.  
 Los datos se expresan en todos los casos como el valor de la media. Las barras 
de error representan el error estándar de la media. La n utilizada para los análisis 
estadísticos fueron los animales incluidos en los estudios in vivo y el número de replicas 
realizadas en los experimentos independientes en los estudios in vitro, utilizando el 
valor de la media de las réplicas dentro de cada experimento en la estadística. 
 
Resultados 
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1. MODELO DE SOBRENUTRICIÓN POSTNATAL  
 Dado que la obesidad esta considerada como una situación de inflamación 
crónica, en este estudio nos propusimos determinar la implicación del exceso de peso en 
el estado de inflamación microglial y en la modulación de los niveles centrales de IL-6 
y del IL-6Rα. 
 
1.1 Efecto de la sobrenutrición postnatal en el incremento de peso 
de ratas macho 
 El grupo de 4 crías por camada a los 15 días de edad mostró un peso 
significativamente mayor (44±0,6 g, n=9) comparado con el grupo control de 12 crías 
(26±0,5 g, n=12, p<0,001). A los dos meses de edad las ratas del grupo de 4 crías 
continuaron mostrando un peso significativamente mayor (289 ± 6,9 g, n=7) con 
respecto al grupo de ratas control (250 ± 4,7 g, n=7, p<0,01).  
 
1.2 Efectos del sobrepeso en las células de microglía 
1.2.1 Microglía inmunorreactiva para el MHC-II en el hipotálamo 
 La inspección cualitativa de las secciones procesadas para la detección 
inmunohistoquímica del MHC-II, mostró que el inmunomarcaje estaba presente 
principalmente en la sustancia blanca del parénquima cerebral. En el hipotálamo, se 
detectaron pocas células MHC-II inmunorreactivas en las ratas control, con un 
incremento evidente en la densidad de las células inmunorreactivas para MHC-II en las 
ratas con sobrepeso. Localizamos estas células en varios núcleos del hipotálamo: PVN, 
VMN, DMN y Arc, y además, en el OX y la EM. En todas estas regiones encontramos 
en general, dos fenotipos distintos de células MHC-II inmunorreactivas; aquellas células 
que presentaron mayor inmunorreactividad, mostrando somas alargados y procesos más 
gruesos y retraídos, que fueron localizadas en la EM, OX y VMN y en la zona 
periventricular y aquellas células que presentaban procesos celulares más finos y largos 
y somas celulares más pequeños, aparecían en el PVN, VMN, DMN y Arc. En la EM, 
además de encontrar células de morfología típicamente reactiva, encontramos algunas 
células, de morfología diferente a los fenotipos anteriormente descritos, de somas 
esféricos, con escasas proyecciones, gruesas y muy cortas (Fig. 16).  
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Fig. 16. Inmunorreactividad frente a MHC-II en el VMN, Arc, EM y OX del hipotálamo de ratas 
macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Las figuras muestran imágenes representativas del 
grupo control (A, C y E) y del grupo de ratas con sobrepeso (B, D, F, b, d y f). Las imágenes b, d y f, 
muestran en detalle algunas células MHC-II inmunorreactivas de EM, VMN y OX, respectivamente. 
Arc, núcleo arcuato. EM, eminencia media. OX, quiasma óptico. VMN, núcleo ventromedial, 
VMNDM, parte dorsomedial. VMNC, parte central. VMNVL, parte ventrolateral. Escala de las 
imágenes 100 µm. Escala de las figuras de células MHC-II inmunorreactivas a gran aumento (70 µm). 
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 Cuantificamos el número de células de microglía reactiva en el hipotálamo, 
incluyendo el PVN, VMH, DMN y Arc, observando un incremento significativo del 
número de perfiles celulares MHC-II inmunorreactivos en el hipotálamo de las ratas con 

































Fig. 17. Perfiles celulares inmunorreactivos para MHC-II/corte en el hipotálamo (PVN, DMN, VMN y 
Arc) de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Ratas con normopeso (CONTROL, n=6); 
ratas con sobrepeso (SOBREPESO, n=6). Los datos mostrados son la media ± SEM. Diferencias 
significativas versus valores CONTROL:* p<0,05.  
 
 Analizamos de forma aislada varios núcleos del hipotálamo. En el PVN no 
encontramos diferencias significativas en el número de perfiles celulares MHC-II 
inmunorreactivos comparando ambos grupos (Fig. 18).  
Los núcleos DMN y Arc de las ratas con sobrepeso mostraron un incremento del 
número de células MHC-II inmunorreactivas, pero no fue significativamente diferente 
de los valores control (Figs. 16 y 18). 
 En el VMN, OX y EM, las ratas con sobrepeso presentaron un aumento 
significativo del número del células MHC-II inmunorreactivas comparado con las ratas 
control (Figs. 16 y 18). 
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ÁREAS CEREBRALES
SOBREPESO
X ± SEM 
CONTROL
0,024 ± 1 14 ± 3EMINENCIA MEDIA
0,073 ± 0,4 5 ± 1N. ARCUATO
0,094 ± 1 8 ± 2N. DORSOMEDIAL
0,0054 ± 0,5 8 ± 0,9N. VENTROMEDIALHIPOTÁLAMO
0,494 ± 0,8 5 ± 0,9N. PARAVENTRICULAR
0,051 ± 0,3 31 ± 11QUIASMA ÓPTICO
P
 
Fig. 18. Tabla resumen de los perfiles celulares inmunorreactivos para MHC-II/corte en el PVN, 
VMN, DMN, Arc, EM y OX de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Ratas con 
normopeso (CONTROL, n=6); ratas con sobrepeso (SOBREPESO, n=6). Los datos mostrados son la 
media ± SEM. P, valor de la P estadística; P en verde, diferencias significativas versus valores 
CONTROL.  
 
1.2.2 Microglía inmunorreactiva para el MHC-II en el cerebelo 
 Las ratas con sobrepeso mostraron una densidad de células MHC-II 
inmunorreactivas más elevada a lo largo de todo el cerebelo en comparación con las 
ratas control. Ambos grupos mostraron el mismo fenotipo celular, con somas alargados 
y procesos finos, pero no retraídos (Fig. 19). El análisis cuantitativo confirmó las 
observaciones cualitativas anteriores. Las ratas con sobrepeso mostraron un aumento 
significativo de las células MHC-II inmunorreactivas en comparación con las ratas 
control (379± 161 vs 1803±407 células totales en la sustancia blanca del cerebelo, en el 
grupo control y con sobrepeso respectivamente, p<0,01) (Fig. 20). 
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 Fig. 19. Inmunorreactividad frente a MHC-II en la sustancia blanca de cerebelo de ratas macho 
sometidas al modelo de sobrenutrición. Las figuras muestran imágenes representativas del grupo 
control (A y C) y del grupo de ratas con sobrepeso (B y D). El inserto en la figura D muestra en detalle 
la morfología de las células MHC-II inmunorreactivas. Escala de las imágenes 100 µm. Escala del 




























Fig. 20. Células inmunorreactivas para MHC-II totales en la sustancia blanca de cerebelo de ratas 
macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Ratas con normopeso (CONTROL, n=6); ratas con 
sobrepeso (SOBREPESO, n=6). Los datos mostrados son el valor absoluto ± SEM. Diferencias 
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1.3 Efectos del sobrepeso sobre la IL-6 y el IL-6Rα  
 Decidimos estudiar si los niveles centrales y la distribución de la IL-6 y su 
receptor, podrían estar modificados en los animales con sobrepeso. 
 
1.3.1 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα en el hipotálamo  
 Los niveles de la IL-6 estaban incrementados significativamente en el 
hipotálamo de las ratas con sobrepeso (p<0,05) comparados con las ratas control, sin 




































Fig. 21. Niveles relativos de la IL-6  (A) y del IL-6Rα  (B) medidos por Western blotting en el 
hipotálamo de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Se muestran imágenes 
representativas de las bandas obtenidas en el grupo control y en el grupo de ratas con sobrepeso. Ratas 
con normopeso (CONTROL, n=4); ratas con sobrepeso (SOBREPESO, n=4). Los valores representan 
la media ± SEM y se muestran normalizados con respecto a los valores CONTROL. Diferencias 
significativas versus valores CONTROL: * p<0,05. 
 
1.3.2 Distribución del IL-6Rα en el hipotálamo 
 En el hipotálamo, en condiciones basales, encontramos inmunomarcaje en 
algunos órganos circunventriculares como MPOA y EM, y en áreas hipotalámicas como 
el núcleo supraquiasmático (Sch), SO, PVN, VMN, DMN, Pe, Arc, DA y LHA, y en la 
región cerebral ZI. El marcaje frente a IL-6Rα se localizó principalmente en neuronas y 
con menos frecuencia en células de glía, en el soma celular y, con una distribución 
puntiforme, en algunas de las proyecciones y terminales neuronales. Las observaciones 
cualitativas revelaron cambios en la distribución del IL-6Rα y en la intensidad del 
inmunomarcaje. En las ratas con sobrepeso, con respecto al estado basal, observamos en 
general un marcaje más difuso y de intensidad menor en las diferentes áreas estudiadas.  
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Observamos una disminución en la densidad de neuronas y cambios en la distribución 
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Fig. 22. Inmunorreactividad frente a IL-6Rα en el PVN (C y D), DMN (E y F), VMN (G y H) del 
hipotálamo de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Las figuras muestran imágenes 
representativas del grupo control (A, C, E y G) y del grupo de ratas con sobrepeso (B, D, F y H). Las 
figuras A y B muestran una imagen panorámica del PVN. PVN: PaDC, cápsula dorsal. PaLM, parte 
magnocelular lateral. PaMP, parte parvicelular medial. PaV, Parte ventral. DMN: DMC, parte 
compacta. DMD, parte dorsal. DMV, parte ventral. VMN: VMNDM, parte dorsomedial. VMNC, parte 
central. VMNVL, parte ventrolateral. Escala de las imágenes 100 µm. Escala de las figuras 
panorámicas 500 µm. 
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 Fig. 23. Inmunorreactividad frente a IL-6Rα en el Arc y EM  (A y B), OX (C y D), SO (E y F) de ratas 
macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Las figuras muestran imágenes representativas del 
grupo control (A, C y E) y del grupo de ratas con sobrepeso (B, D y F). Arc, núcleo arcuato. EM, 
eminencia media. OX, quiasma óptico. Sch, núcleo supraquiasmático SO, núcleo supraóptico. Escala 
de las imágenes 100 µm.  
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Fig. 24. Inmunorreactividad frente a IL-6Rα en la ZI, DA (A y B) y LHA (C y D) de ratas macho 
sometidas al modelo de sobrenutrición. Las figuras muestran imágenes representativas del grupo 
control (A, C y E) y del grupo de ratas con sobrepeso (B, D y F). Las figuras E y F muestran a gran 
aumento detalles de la morfología de algunas células IL-6 Rα  inmunorreactivas en la región 
periventricular y en la zona incerta. DA, área hipotalámica dorsal. LHA, área hipotalámica lateral. 
Pe, zona periventricular. ZI, zona incerta. Escala de las imágenes: 500 µm,  en A-D y 70 µm en E y F. 
 
 Realizamos el análisis estereológico, empleando el disector óptico, en ZI, DA, 
LHA y Pe, y comprobamos que en el área hipotalámica dorsal, las ratas con sobrepeso 
experimentaron un descenso significativo del número de células inmunorreactivas para 
IL-6Rα comparado con el estado basal (DA; control: 2052±231; sobrepeso: 456±27; 
p<0,01 versus control) (Fig. 25). En el resto de las áreas analizadas; ZI, LHA y Pe, no 
encontramos diferencias significativas en el número de células IL-6Rα inmunorreactivas 
con respecto a las ratas control (LHA; control: 8199±619; sobrepeso: 9015±84; ZI;  
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control: 2797±284; sobrepeso: 2831±407; Pe; control: 1025±142; sobrepeso: 1117±77. 














































































 Fig. 25. Células inmunorreactivas para MHC-II/mm3 en ZI (A), DA (B), LHA (C) y Pe (D)  del 
hipotálamo de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Ratas con normopeso (CONTROL, 
n=6); ratas con sobrepeso (SOBREPESO, n=6). Los datos mostrados son la media ± SEM. Diferencias 
significativas versus valores CONTROL: *** p<0,001.  
 
1.3.3 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα en el cerebelo   
 Los niveles de la IL-6 y del IL-6Rα estaban incrementados significativamente en 
el cerebelo de las ratas con sobrepeso (p<0,01 y p<0,05, respectivamente) comparados 
con las ratas control (Fig. 26A y B). 
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Fig. 26. Niveles relativos de la IL-6  (A) y del IL-6Rα  (B) medidos por Western blotting en el cerebelo 
de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Se muestran imágenes representativas de las 
bandas obtenidas en el grupo control y en el grupo de ratas con sobrepeso. Ratas con normopeso 
(CONTROL, n=4); ratas con sobrepeso (SOBREPESO, n=4). Los valores representan la media ± SEM 
y se muestran normalizados con respecto a los valores CONTROL. Diferencias significativas versus 
valores CONTROL: * p<0,05, ** p<0,01. 
 
1.3.4 Distribución de la IL-6 en el cerebelo                        
 En el cerebelo de las ratas control el inmunomarcaje de la IL-6 fue débil y estaba 
presente únicamente en el soma de algunas neuronas de Purkinje (Fig. 27). En las ratas 
con sobrepeso, encontramos una elevada inmunorreactividad frente a la IL-6, tanto en la 
sustancia blanca como en la sustancia gris, en contraste con las ratas control (Fig. 27). 
 Observamos que las células gliales de la sustancia blanca presentaban 
inmunorreactividad en el citoplasma perinuclear, perfilando los núcleos y fue menos 
evidente en los procesos de las células de glía. La mayoría de las células de Purkinje 
eran inmunorreactivas frente a la IL-6, a diferencia de las ratas control. La 
inmunorreactividad observada en las células de Purkinje fue muy intensa en el soma y 
más débil en el árbol dendrítico (Fig. 27).  
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Fig. 27. Inmunorreactividad frente a IL-6 en las células de Purkinje (flecha) (A y B) y en la  sustancia 
blanca central de cerebelo (C, D, E, y F) de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Las 
figuras muestran imágenes representativas del grupo control (A, C y E) y del grupo de ratas con 
sobrepeso (B, D y F). E y F, detalle a gran aumento de la sustancia blanca  mostrada en las figuras C y 
D, respectivamente.  gcl, capa de células granulares. mol, capa molecular.  Escala de las imágenes: 70 
µm en A y B,  100 µm en C y D, 50 µm en E y F. 
 
1.3.5 Distribución del IL-6Rα en el cerebelo 
 En las ratas control el inmunomarcaje para IL-6Rα estaba presente en la 
sustancia blanca central del cerebelo y prácticamente ausente en la sustancia gris (Fig. 
28). Observamos un marcaje puntiforme en el soma y en las proyecciones de las células 
gliales de la sustancia blanca (Fig. 28). En las ratas con sobrepeso, encontramos una 
elevada inmunorreactividad frente al IL-6Rα, tanto en la sustancia blanca como en la 
sustancia gris, en contraste con las ratas control. Las células gliales de la sustancia 
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blanca presentaban una inmunorreactividad más intensa y más abundante que en las 
ratas control. Además, la mayoría de las células de Purkinje eran inmunorreactivas 
frente al IL-6Rα, a diferencia de las ratas control, en las que se detectaron muy pocas 
células de Purkinje inmunorreactivas para IL-6Rα (Fig. 28).  
 
 
Fig. 28. Inmunorreactividad frente a IL-6Rα en las células de Purkinje (flecha) (A y B) y en la  
sustancia blanca central de cerebelo (E, y F) de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. 
Las figuras muestran imágenes representativas del grupo control (A, C y E) y del grupo de ratas con 
sobrepeso (B, D y F). C y D, detalle a gran aumento de las células de Purkinje  mostradas en las 
figuras A y B, respectivamente.  gcl, capa de células granulares. mol, capa molecular.  Escala de las 
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1.4 Localización de la inmunorreactividad del IL-6Rα en las 
neuronas MCHérgicas del hipotálamo 
 Observando la distribución del marcaje del IL-6Rα, encontramos ciertas 
similitudes con el patrón de expresión de las neuronas productoras de MCH, un 
neuropéptido orexigénico. Realizamos un doble marcaje de las células inmunorreactivas 
para MCH y el IL-6Rα. Detectamos neuronas MCHérgicas que co-expresaban el IL-
6Rα. Estas neuronas se encontraban principalmente en la ZI, DA, LHA y Pe (Fig. 29). 
El patrón de distribución de MCH se localizó en el soma de las neuronas y en algunas 
proyecciones neuronales (Fig. 29).  
 
 
Fig. 29. Células  inmunorreactivas frente a  MCH (marrón) e IL-6Rα (azul), representadas por una 
flecha, en la ZI del cerebro de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Las figuras 
muestran imágenes representativas del grupo control (A) y del grupo de ratas con sobrepeso (B, C y 
D). D, detalle a gran aumento de algunas células inmunorreactivas frente a  MCH e IL-6 Rα (punta de 
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 El análisis estereológico nos reveló que en la ZI de las ratas con sobrepeso, se 
produjo un aumento significativo de neuronas inmunorreactivas frente a la MCH y el 
IL-6Rα con respecto a las ratas control (Fig. 30A). 
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Fig. 30. Células inmunorreactivas frente a MCH y el IL-6Rα /mm3 en ZI (A), DA (B), LHA (C) y Pe 
(D) del hipotálamo de ratas macho sometidas al modelo de sobrenutrición. Ratas con normopeso 
(CONTROL, n=6); ratas con sobrepeso (SOBREPESO, n=6). Los datos mostrados son la media ± 
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2. MODELO DE TRATAMIENTO CRÓNICO CON LEPTINA 
(ICV)  
 En este estudio hemos determinado el efecto ejercido por la leptina, una 
citoquina que se encuentra incrementada en la obesidad, en marcadores de inflamación 
en el hipotálamo y el cerebelo, centrándonos en la activación de las células de microglía 
y la regulación de los niveles de la IL-6, del IL-6Rα y de los receptores de estrógenos 
ERα y ERβ. 
 
2.1 Efectos de la leptina en el hipotálamo 
 
2.1.1 Microglía inmunorreactiva para MHC-II  
Se observaron 3 fenotipos distintos de células inmunorreactivas para MHC-II: 1, 
con un soma esférico, con múltiples proyecciones muy finas y cortas, 2, con un soma 




Fig. 31. Células inmunorreactivas frente a MHC-II en el hipotálamo de ratas macho sometidas a un 
tratamiento crónico con leptina icv, que presentan  morfologías diferentes. A,  células de soma 
esférico, con múltiples proyecciones muy finas  y cortas. B, células con fenotipo típico de  microglía 
reactiva, con un soma alargado y procesos gruesos y retraídos. C, células  de soma ameboideo sin 
proyecciones. Escala de las imágenes 20 µm. 
 
Analizando conjuntamente las tres formas celulares con el método del disector 
óptico, detectamos un aumentó significativo en el número de células inmunorreactivas 
para MHC-II en las ratas tratadas con leptina (Fig. 32).  
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Fig. 32. Células inmunorreactivas para MHC-II/mm3en el hipotálamo de ratas macho sometidas a un 
tratamiento crónico con leptina icv. Los tratamientos fueron los siguientes: vehículo (CONTROL, 
n=4); leptina (LEPTINA, n=5). Los datos mostrados son la media ± SEM. Diferencias significativas 




2.1.2 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα 
 La leptina indujo cambios significativos en los niveles de la IL6 y del IL6-Rα 
con respecto a las ratas control. En las ratas tratadas con leptina se produjo una 
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Fig. 33. Niveles relativos de la IL-6  (A) y del IL-6Rα  (B) medidos por Western blotting en el 
hipotálamo de ratas macho sometidas a un tratamiento crónico con leptina icv. Se muestran imágenes 
representativas de las bandas obtenidas en el grupo control y en el grupo de ratas tratadas con leptina. 
Los tratamientos fueron los siguientes: vehículo (CONTROL, n=4); leptina (LEPTINA, n=5). Los 
valores representan la media ± SEM y se muestran normalizados con respecto a los valores 
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2.1.3 Niveles de los receptores de estrógeno  
 La administración de leptina indujo un aumento significativo en los niveles del 
ERα con respecto a las ratas control en el hipotálamo (Fig. 34A). Por el contrario, la 






































Fig. 34. Niveles relativos del ERα (A) y del ERβ  (B) medidos por Western blotting en el hipotálamo de 
ratas macho sometidas a un tratamiento crónico con leptina icv. Se muestran imágenes representativas 
de las bandas obtenidas en el grupo control y en el grupo de ratas tratadas con leptina. Los 
tratamientos fueron los siguientes: vehículo (CONTROL, n=4); leptina (LEPTINA, n=5). Los valores 
representan la media ± SEM y se muestran normalizados con respecto a los valores CONTROL. 
Diferencias significativas versus valores CONTROL: * p<0,05.   
 
 
2.2 Efectos de la leptina en el cerebelo 
 
2.2.1 Niveles de la IL-6 y del IL-6Rα 
 En contraste con su efecto en el hipotálamo, la leptina no indujo cambios 
significativos en los niveles de la IL-6 en el cerebelo (Fig. 35A). No obstante, la leptina 
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Fig. 35. Niveles relativos de la IL-6  (A) y el IL-6Rα  (B) medidos por Western blotting en el cerebelo 
de ratas macho sometidas a un tratamiento crónico con leptina icv. Se muestran imágenes 
representativas de las bandas obtenidas en el grupo control y en el grupo de ratas tratadas con leptina. 
Los tratamientos fueron los siguientes: vehículo (CONTROL, n=4); leptina (LEPTINA, n=5). Los 
valores representan la media ± SEM y se muestran normalizados con respecto a los valores 
CONTROL. Diferencias significativas versus valores CONTROL: * p<0,05.   
 
 
2.2.2 Niveles de los receptores de estrógeno en el cerebelo 
 En el cerebelo la leptina indujo una disminución significativa de los niveles del 
ERα, a diferencia de lo observado en el hipotálamo (Fig. 36A). Los niveles del ERβ en 
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Fig. 36. Niveles relativos del ERα (A) y el ERβ  (B) medidos por Western blotting en el cerebelo de 
ratas macho sometidas a un tratamiento crónico con leptina icv. Se muestran imágenes representativas 
de las bandas obtenidas en el grupo control y en el grupo de ratas tratadas con leptina. Los 
tratamientos fueron los siguientes: vehículo (CONTROL, n=4); leptina (LEPTINA, n=5). Los valores 
representan la media ± SEM y se muestran normalizados con respecto a los valores CONTROL. 
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3. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VITRO 
 Los estudios anteriormente realizados en los modelos in vivo de sobrenutrición y 
de leptina icv han puesto de manifiesto que tanto la leptina como los estrógenos tienen 
un efecto sobre la microglía. Para poder observar la acción directa de estos 
tratamientos en las células de microglía, sin interferencias de factores circulantes y 
locales, diseñamos un modelo experimental in vitro en las células de microglía BV-2. 
Estudiamos la activación y proliferación de la microglía, y la modulación de la IL-6 y 
su receptor, por la implicación del estradiol y la leptina en la función inmune.  
 
3.1 Efectos del LPS y la leptina en las células BV-2 
 
3.1.1 Niveles de COX-2 y PCNA 
 
 Estudiamos la activación de las células de microglía BV-2 por el efecto del LPS, 
analizando los niveles de la enzima COX-2, que actúa como mediador de la respuesta 
inmune ante un estímulo como el LPS. El LPS indujo un aumento en los niveles de la 
COX-2 comparado con el grupo control (p<0,001) (Fig. 37). Sin embargo, ninguna de 
las dosis ensayadas de leptina (0,01, 0,1, 1, 5 y 10 µg/ml) indujo variaciones en los 
niveles de la COX-2 con respecto al grupo control (Fig. 37). Analizamos si la leptina 
pudiera ejercer un efecto proinflamatorio, potenciando la acción del LPS o 
antiinflamatorio, inhibiendo el estado de activación de estas células inducido por el 
LPS. Ninguna de las dosis ensayadas de leptina modificó significativamente los niveles 
de la COX-2 inducidos por el LPS comparado con las células estimuladas únicamente 
con el LPS (Fig. 37). 
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Fig. 37. Niveles relativos de la COX-2 en presencia de leptina y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); leptina 1 µg/ml (L 1); leptina 5 µg/ml (L 5); 
leptina 10 µg/ml (L 10); LPS 1 µg/ml (C y LPS); LPS y leptina 0,01µg/ml (LPS y L 0,01); LPS y leptina 
0,1µg/ml (LPS y L 0,1); LPS y leptina 1 µg/ml (LPS y L 1);LPS y leptina 5 µg/ml (LPS y L 5); LPS y 
leptina 10 µg/ml (LPS y L 10). Los valores se muestran como la media ± SEM de 4 experimentos 
independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores control. Diferencias 
significativas versus valores C (control): *** p<0,001. Se muestran imágenes representativas de las 
bandas obtenidas para cada uno de los grupos experimentales.    
 
 
 Además, ninguno de los tratamientos alteró la proliferación celular, estudiado 
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Fig. 38. Niveles relativos de PCNA en presencia de leptina y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); leptina 1 µg/ml (L 1); leptina 5 µg/ml (L 5); 
leptina 10 µg/ml (L 10); LPS 1 µg/ml (C y LPS); LPS y leptina 0,01µg/ml (LPS y L 0,01); LPS y leptina 
0,1µg/ml (LPS y L 0,1); LPS y leptina 1 µg/ml (LPS y L 1); LPS y leptina 5 µg/ml (LPS y L 5); LPS y 
leptina 10 µg/ml (LPS y L 10). Los valores se muestran como la media ± SEM de 4 experimentos 
independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores control. No hay 
diferencias significativas versus valores C (control). Se muestran imágenes representativas de las 
bandas obtenidas para cada uno de los grupos experimentales.  
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3.1.2 Niveles del IL-6Rα 
 El tratamiento con LPS no indujo cambios en los niveles del IL-6Rα en 
comparación con las células en estado basal, sin embargo, las dos dosis utilizadas de 
leptina (0,01 y 0,1 µg/ml)  indujeron un aumento en los niveles del IL-6Rα. La 
respuesta de las células a la combinación de leptina y LPS, resultó en unos niveles del 
IL-6Rα menores que en aquellas células en las que ambos tratamientos por separado 
estuvieron presentes (ANOVA 2-vías, p<0,01) (Fig. 39). Encontramos diferencias 
significativas entre el grupo control y el grupo de células tratadas con la dosis mayor de 
leptina 0,1 µg/ml (p<0,05). El LPS por si sólo no indujo ningún cambio significativo 
comparado con la situación control, sin embargo revertió el incremento del IL-6Rα 
causado por la leptina, en las células tratadas con el combinado de leptina más LPS, 
























Fig. 39. Niveles relativos del IL-6Rα en presencia de leptina y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); LPS 1 µg/ml (C y LPS); LPS y leptina 0,01µg/ml 
(LPS y L 0,01); LPS y leptina 0,1µg/ml (LPS y L 0,1). Los valores se muestran como la media ± SEM  
de 4 experimentos independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores 
control. Diferencias significativas versus valores C (control): * p<0,05. Diferencias significativas 
versus valores L 0,1: ^ p<0,05. Se muestran imágenes representativas de las bandas obtenidas para 
cada uno de los grupos experimentales. 
 
3.1.3 Expresión del gen de la IL-6 
 Encontramos una interacción significativa entre el LPS y la leptina sobre la 
expresión de la IL-6 en las células BV-2 (ANOVA 2-vías, p<0,001). El LPS estimuló la 
expresión del gen de la IL-6 (Fig. 40). La leptina indujo un aumento significativo 
proporcional a la dosis administrada, aunque de menor magnitud que la inducida por el 
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LPS (Fig. 40). La combinación de LPS con leptina, redujo la expresión de la IL-6 hasta 
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Fig. 40., Expresión relativa del ARNm de IL-6  en presencia de leptina y/o LPS tras 24 horas de 
tratamiento medidos por Q-PCR en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control 
(C); leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); LPS 1 µg/ml (C y LPS); LPS y leptina 
0,01µg/ml (LPS y L 0,01); LPS y leptina 0,1µg/ml (LPS y L 0,1). Los valores de ARNm se expresan en 
% RQ y representan la media ± SEM  de 4 experimentos independientes, realizados en duplicado y 
normalizados con respecto a los valores control. Diferencias significativas versus valores C (control): 
*** p<0,001. Diferencias significativas L 0,1 versus valores C (control): ### p<0,001; diferencias 
significativas L 0,1 versus valores L 0,01: ^^^ p<0,001. 
  
 
3.1.4 Niveles de SOCS-3  
 Ninguna de las dosis de leptina ensayadas, ni el LPS, alteraron de forma 
significativa los niveles de SOCS-3 en las células BV-2. Por el contrario, la 
combinación del LPS y leptina indujo un aumento significativo de la SOCS-3 en estas 
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Fig. 41. Niveles relativos de SOCS-3 en presencia de leptina y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); LPS 1 µg/ml (C y LPS); LPS y leptina 0,01µg/ml 
(LPS y L 0,01); LPS y leptina 0,1µg/ml (LPS y L 0,1). Los valores se muestran como la media ± SEM  
de 4 experimentos independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores 
control sin LPS. Diferencias significativas versus valores C (control): *** p<0,001. Se muestran 
imágenes representativas de las bandas obtenidas para cada uno de los grupos experimentales.  
 
 
3.1.5 Niveles del ERβ   
 Como un aspecto previo antes de determinar el efecto del estradiol sobre la 
respuesta inflamatoria de las células BV-2 decidimos estudiar si estas células 
expresaban receptores de estrógeno. Estudios previos han documentado la ausencia de 
expresión del ERα en estas células (Baker y cols, 2004). Comprobamos la ausencia de 
expresión de ERα en las células BV-2 mediante Western blotting. Por el contrario 
detectamos la expresión del ERβ. Además, detectamos una interacción entre la leptina y 
el LPS sobre la expresión del ERβ (ANOVA de 2 vías p<0,01). Tanto el LPS como la 
leptina, indujeron un aumento significativo en los niveles del receptor (Fig. 42). No 
obstante, los niveles de ERβ en las células tratas con leptina y LPS no eran diferentes de 
los del control ni tampoco de los de las células tratadas con leptina o con LPS por 
separado (Fig. 42).  
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Fig. 42. Niveles relativos del ERβ en presencia de leptina y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); LPS 1 µg/ml (C y LPS); LPS y leptina 0,01µg/ml 
(LPS y L 0,01); LPS y leptina 0,1µg/ml (LPS y L 0,1). Los valores se muestran como la media ± SEM  
de 4 experimentos independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores 
control sin LPS. Diferencias significativas versus valores C (control): * p<0,05, ** p<0,01. Se 




3.2 Efectos del LPS y el estradiol en las células BV-2 
 
3.2.1 Niveles de COX-2 y PCNA 
 El estradiol no tuvo un efecto significativo sobre los niveles de la COX-2, al 
contrario que el LPS, que tal y como esperábamos, elevó dichos niveles con respecto al 
control (p<0,001) (Fig. 43). El estradiol en presencia del LPS, no consiguió reducir 
significativamente el efecto generado por el LPS (Fig. 43). El análisis estadístico de 
ANOVA de 2 vías no detectó una interacción significativa entre el LPS y el estradiol.  
Resultados 























Fig. 43. Niveles relativos de la COX-2 en presencia de 17β-estradiol y/o LPS tras 24 horas de 
tratamiento medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: 
control (C); estradiol 10-9 M (E 10-9); estradiol 10-10 M (E 10-10); estradiol 10-11 M (E 10-11); LPS 1 
µg/ml (C y LPS); LPS y estradiol 10-9 M (LPS y E 10-9); LPS y estradiol 10-10 M (LPS y E 10-10); LPS y 
estradiol 10-11 M (LPS y E 10-11). Los valores se muestran como la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores control. Diferencias 
significativas versus valores C (control): *** p<0,001. Se muestran imágenes representativas de las 
bandas obtenidas para cada uno de los grupos experimentales. 
 
 Ninguno de los tratamientos alteró los niveles del PCNA, sugiriendo que la 
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Fig. 44. Niveles relativos del PCNA en presencia de 17β-estradiol y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
estradiol 10-9 M (E 10-9); estradiol 10-10 M (E 10-10); estradiol 10-11 M (E 10-11); LPS 1 µg/ml (C y LPS); 
LPS y estradiol 10-9 M (LPS y E 10-9); LPS y estradiol 10-10 M (LPS y E 10-10); LPS y estradiol 10-11 M 
(LPS y E 10-11). Los valores se muestran como la media ± SEM de 3 experimentos independientes, 
realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores control. No hay diferencias 
significativas versus valores control.  Se muestran imágenes representativas de las bandas obtenidas 
para cada uno de los grupos experimentales.  
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3.2.2 Niveles del IL-6Rα 
 Encontramos una interacción entre el LPS y el estradiol (ANOVA 2 vías 
p<0,001) sobre la expresión del IL-6Rα. Tanto el estradiol como el LPS, estaban 
ejerciendo un efecto significativo en la interacción (p<0,05 y p<0,001, 
respectivamente) (Fig. 45). El tratamiento con LPS no indujo cambios en los niveles del 
IL-6Rα en comparación con las células en estado basal. El estradiol provocó un 
aumento del receptor dependiente de la dosis: a medida que aumentábamos la 
concentración, las células estimuladas mostraban mayores niveles del IL-6Rα. En 
presencia del LPS, el estradiol no estimuló los niveles del IL-6Rα, sino que redujo 
dichos niveles de una manera dependiente de la dosis (Fig. 45). A la dosis de estradiol 
10-11 M más LPS, los niveles de IL-6Rα eran diferentes significativamente de los de las 


























Fig. 45. Niveles relativos del IL-6Rα en presencia de 17β-estradiol y/o LPS tras 24 horas de 
tratamiento medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: 
control (C); estradiol 10-9 M (E 10-9); estradiol 10-10 M (E 10-10); estradiol 10-11 M (E 10-11); LPS 1 
µg/ml (C y LPS); LPS y estradiol 10-9 M (LPS y E 10-9); LPS y estradiol 10-10 M (LPS y E 10-10); LPS y 
estradiol 10-11 M (LPS y E 10-11). Los valores se muestran como la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores control. Diferencias 
significativas versus valores C (control): ** p<0,01; *** p<0,001. Diferencias significativas E 10-9, E 
10-10, E 10-11 versus LPS combinado con E 10-9 ó E 10-10 ó E 10-11: #  p<0,05, ##  p<0,01, ###  p<0,001.  
Diferencias significativas LPS versus E 10-11: ^ p<0,05.  Se muestran imágenes representativas de las 




3.2.3 Expresión del gen de la IL-6 
 Encontramos una interacción significativa entre el LPS y el estradiol sobre la 
expresión de la IL-6 en las células BV2 (ANOVA 2-vías, p<0,001). El LPS estimuló la 
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expresión del gen de la IL-6 (Fig. 46). El estradiol indujo un aumento significativo 
(p<0,01) de una magnitud muy inferior a la inducida por el LPS (Fig. 46). La 
combinación de LPS con estradiol, redujo la expresión de la IL-6 significativamente 
(p<0,001) (Fig. 46).  
 

































Fig. 46. Expresión relativa del ARNm de IL-6  en presencia de 17β-estradiol y/o LPS tras 24 horas de 
tratamiento medidos por Q-PCR en las células BV-2. Control (C); estradiol 10-11 M (E 10-11); LPS 1 
µg/ml (C y LPS); LPS y estradiol 10-11 M (LPS y E 10-11). Los valores de ARNm se expresan en % RQ y 
representan la media ± SEM  de 4 experimentos independientes, realizados en duplicado y 
normalizados con respecto a los valores control. Diferencias significativas versus control: *** p<0,001; 
diferencias significativas versus valores LPS: ^^ p<0,01, ^^^ p<0,001. Prueba T de Student; 
diferencias significativas E 10-11 versus control: ##  p<0,01. Se muestran imágenes representativas de 
las bandas obtenidas para cada uno de los grupos experimentales. 
 
3.2.4 Niveles del ERβ  
 El estradiol, a la dosis de 10-9, 10-10 y 10-11 M, indujo un incremento del ERβ en 
las células de microglía BV-2. Observamos una interacción entre el LPS y el estradiol  
(ANOVA 2-vías; p<0,05) (Fig. 47). Las células tratadas con el combinado de LPS y 
estradiol también presentaron un incremento del ERβ. Este resultado fue 
estadísticamente significativo con respecto al control, pero no con respecto a las células 
estimuladas con LPS sólo (Fig. 47). 
 
Resultados 
























CC E 10-9 E 10-11E 10-10 E 10-9 E 10-11E 10-10 [ Molar ]
LPS
 
Fig. 47. Niveles relativos del ERβ en presencia de 17β-estradiol y/o LPS tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
estradiol 10-9 M (E 10-9); estradiol 10-10 M (E 10-10); estradiol 10-11 M (E 10-11); LPS 1 µg/ml (C y LPS); 
LPS y estradiol 10-9 M (LPS y E 10-9); LPS y estradiol 10-10 M (LPS y E 10-10); LPS y estradiol 10-11 M 
(LPS y E 10-11). Los valores se muestran como la media ± SEM de 3 experimentos independientes, 
realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores control. Diferencias significativas 
versus valores C (control): ** p<0,01; *** p<0,001. Prueba T de Student; diferencias significativas 
LPS versus C (control): ^^^ p<0,001. Se muestran imágenes representativas de las bandas obtenidas 
para cada uno de los grupos experimentales. 
 
 
3.3 Efectos de la IL-6 y el estradiol en las células BV-2 
 
3.3.1 Niveles del IL-6Rα 
 En primer lugar quisimos investigar si la IL-6 era capaz de regular a su propio 
receptor en las células de microglía BV-2, y en segundo lugar, como se regularían los 
niveles del  IL-6Rα por un tratamiento conjunto con la IL-6 y el estradiol.  
Como se contempla en la gráfica (Fig. 48), la adición de la IL-6 provocó un descenso 
(p<0,001), y el estradiol un incremento (p<0,05) del receptor en estas células. Existía 
una interacción entre el estradiol y la IL-6 (ANOVA 2-vías, p < 0.05) (Fig. 48). 
La IL-6 revirtió el incremento inducido por la dosis de estradiol 10-11 M, llegando a 
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Fig. 48. Niveles relativos del IL-6Rα en presencia de 17β-estradiol y/o IL-6  tras 24 horas de 
tratamiento medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: 
control (C); IL-6 10 ng/ml (IL-6); estradiol 10-11 M (E 10-11); IL-6 y estradiol 10-11M (IL-6 y E 10-11). 
Los valores se muestran como la media ± SEM de 3 experimentos independientes, realizados en 
duplicado y normalizados con respecto a los valores control. Diferencias significativas versus valores C 
(control): ** p<0,01; diferencias significativas versus E 10-11:### p<0,001. Prueba T de Student: 
diferencias significativas IL-6 versus control: ^ p<0,05. Se muestran imágenes representativas de las 
bandas obtenidas para cada uno de los grupos experimentales. 
 
 
3.3.2 Niveles del ERβ 
  La IL-6 y el estradiol ejercieron un efecto significativo sobre los niveles de 
ERβ, sin interacción entre ellos (p<0,05 y p<0,05, respectivamente). Ambos 
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Fig. 49. Niveles relativos del ERβ en presencia de 17β-estradiol y/o IL-6  tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
IL-6 10 ng/ml (IL-6); estradiol 10-11 M (E 10-11); IL-6 y estradiol 10-11M (IL-6 y E 10-11). Los valores se 
muestran como la media ± SEM de 3 experimentos independientes, realizados en duplicado y 
normalizados con respecto a los valores control. Diferencias significativas versus valores control: *  
p<0,05, ** p<0,01. Prueba T de Student: diferencias significativas IL-6 versus control: ^ p<0,05. Se 
muestran imágenes representativas de las bandas obtenidas para cada uno de los grupos 
experimentales.  
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3.4 Efectos de la leptina y el estradiol en las células BV-2 
 
3.4.1 Niveles del IL-6Rα 
 En los anteriores experimentos hemos demostrado que tanto la leptina como el 
estradiol son capaces de regular al IL-6Rα en las células de microglía BV-2, y nos 
preguntábamos cuál sería la respuesta de estas células, cuando ambos factores 
estuvieran presentes.  
 La leptina a una dosis de 0,01 µg/ml no produjo un efecto significativo mientras 
que la dosis mayor, de 0,1 µg/ml, incrementó significativamente los niveles del 
receptor. El estradiol, de nuevo aumentó sus niveles (Fig. 50). Se produjo una 
interacción significativa entre los tratamientos (ANOVA 2-vías p<0.01) y el tratamiento 
combinado de leptina y estradiol no produjo ningún cambio significativo en los niveles 
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Fig. 50. Niveles relativos del IL-6Rα en presencia de leptina y/o E 10-9 tras 24 horas de tratamiento 
medidos por Western blotting en las células BV-2. Los tratamientos fueron los siguientes: control (C); 
leptina 0,01µg/ml (L 0,01); leptina 0,1µg/ml (L 0,1); E 10-9 M  (E 10-9); E 10-9y leptina 0,01µg/ml (E 
10-9 y L 0,01); E 10-9 y leptina 0,1µg/ml (E 10-9 y L 0,1). Los valores se muestran como la media ± SEM  
de 4 experimentos independientes, realizados en duplicado y normalizados con respecto a los valores 
control. Diferencias significativas versus valores control: * p<0,05, ** p<0,01. Se muestran imágenes 
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4. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VIVO 
 En este grupo de experimentos hemos estudiado el efecto del LPS en los 
cambios de peso corporal, los niveles de leptina séricos, además de las acciones del  
estradiol y varios compuestos estrogénicos en la activación microglial y la expresión de 
la IL-6 y su receptor (IL-6Rα) en el cerebelo, en un modelo de inflamación periférica 
generado por la administración sistémica de LPS.  
 
4.1  Efecto del LPS sobre el peso corporal y los niveles de leptina 
 Las ratas tratadas con LPS experimentaron una disminución significativa del 
peso corporal comparadas con las controles. Esta diferencia fue observada a los 3 días 
de la primera inyección de LPS (241±6,2 g y 218±6,0 g, control y LPS respectivamente; 
p<0,05) y a los 4 días desde la segunda administración (256±5,7 g y 232±4,7 g, control 
y LPS respectivamente; p<0,01). La diferencia en el incremento de peso entre ambos 
grupos fue más prominente en los 3 primeros días, donde las ratas tratadas con LPS 
experimentaron una ganancia negativa con respecto al control (11,0±1,6 g y -2,4±2,3 g, 
control y LPS respectivamente; p<0,001), que en los últimos 4 días, donde la ganancia 
de peso fue positiva pero menor que la experimentada por el grupo control (14,9±1,6 g 






















Fig. 51. Gráfica que muestra el incremento de peso experimentado por las ratas hembra de 1 
semana de ovariectomía en respuesta a LPS. Los tratamientos fueron los siguientes: vehículo 
(CONTROL,  n=8) y LPS (LPS y vehículo, n=9). Los datos mostrados son la media ± SEM. 
Resultados 
 - 103 -
 
 Las ratas tratadas con LPS, también experimentaron una disminución 


























Fig. 52. Niveles de leptina en suero en las ratas de 1 semana de ovariectomía tratadas con LPS. Los 
tratamientos fueron los siguientes: vehículos (CONTROL,  n=8) y LPS (LPS y vehículo, n=9) Los 




4.2 Modulación de la IL-6 y el IL-6Rα en el cerebelo 
 
4.2.1 Efectos del LPS y de compuestos estrogénicos sobre las células 
inmunorreactivas para la IL-6 
 En este estudio, analizamos el efecto del estradiol y de compuestos estrogénicos 
sobre los niveles de IL-6 en ratas tratadas con LPS una semana después de la 
ovariectomía. 
 
 En las ratas control se detectó una alta densidad de células IL-6 
inmunorreactivas incluyendo células de glía, localizadas predominantemente en la 
sustancia blanca central del cerebelo. También encontramos inmunomarcaje en la capa 
molecular, la capa granular y las neuronas de Purkinje. (Fig. 53). El patrón de la 
inmunorreactividad frente a la IL-6 se concentró en el citoplasma perinuclear, 
perfilando los núcleos y fue menos evidente en los procesos de las células de glía. El 
inmunomarcaje frente a IL-6 en las neuronas de Purkinje se localizó fundamentalmente 
en el citoplasma y con menor intensidad en el árbol dendrítico (Fig. 53).  
 
 Las células IL-6 inmunorreactivas fueron abundantes en las ratas tratadas con 
LPS, aunque no observamos tantas células como en las ratas control (Fig. 53). En los  
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animales tratados con estradiol (250 µg/kg), tamoxifeno (1 mg/kg) ó raloxifeno (1 




Fig. 53. Inmunorreactividad frente a IL-6 en las células de Purkinje (flecha) (A I- H I) y en la  
sustancia blanca central de cerebelo (A II- H II) de ratas hembra en las se iniciaron los tratamientos 
con compuestos estrogénicos y LPS, 1 semana después de la ovariectomía. Las figuras muestran 
imágenes representativas después de administrar los siguientes tratamientos: A, vehículos; B, 17β-
estradiol 250 µg/Kg; C, tamoxifeno 1 mg/Kg; D, raloxifeno 1 mg/Kg; E, LPS; F, 17β-estradiol 250 µg/Kg y 
LPS; G, tamoxifeno 1 mg/Kg y LPS; H, raloxifeno 1 mg/Kg y LPS. gcl, capa de células granulares Escala de 
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4.2.2 Efectos del LPS y de compuestos estrogénicos sobre las células 
inmunorreactivas para la IL-6Rα 
 Realizamos el siguiente experimento con el fin de determinar si las variaciones 
observadas en la IL-6, podrían afectar a la expresión y localización del IL-6Rα, en el 
cerebelo. Se observó inmunomarcaje para IL-6Rα en la sustancia blanca y en las 
capas; granular, de células de Purkinje y molecular, concentrado en el soma celular. 
Hallamos diferencias obvias en la densidad de células IL-6Rα inmunorreactivas de 
la capa de células de Purkinje y en la sustancia blanca, entre los diversos grupos 
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Fig. 54. Inmunorreactividad frente a IL-6R en las capas de una folia (A I- D I) y en la  sustancia 
blanca central del cerebelo (AIII- D III) de ratas hembra en las que se iniciaron los tratamientos con 
compuestos estrogénicos y LPS, 1 semana después de la ovariectomía. Las figuras muestran imágenes 
representativas después de administrar los siguientes tratamientos: A, vehículos; B, 17β-estradiol 250 
µg/Kg; C, tamoxifeno 1 mg/Kg; D, raloxifeno 1 mg/Kg. Las imágenes A II- D II, muestran en detalle a  
gran aumento las células de Purkinje (flecha) mostradas en las figuras A I-D I. gcl, capa de células 
granulares. mol, capa molecular. Escala de las imágenes 100 µm. Escala de las figuras a gran 
aumento 20 µm. 
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 Fig. 55. Inmunorreactividad frente a IL-6R en las capas de una folia (E I- H I) y en la  sustancia 
blanca central del cerebelo (E III- H III) de ratas hembra en las que se iniciaron los tratamientos 
con compuestos estrogénicos y LPS, 1 semana después de la ovariectomía. Las figuras muestran 
imágenes representativas después de administrar los siguientes tratamientos: E, LPS; F, 17β-
estradiol 250 µg/Kg y LPS; G, tamoxifeno 1 mg/Kg y LPS; H, raloxifeno 1 mg/Kg y LPS. Las 
imágenes E II- H II, muestran en detalle a las células de Purkinje (flecha) IL-6R inmunorreactivas 
a gran aumento. gcl, capa de células granulares. mol, capa molecular. Escala de las imágenes 100 
µm. Escala de las células de Purkinje 20 µ). 
 
 Realizamos un análisis estereológico, con el método del disector óptico, en la 
capa de células de Purkinje. El número de células IL-6Rα inmunorreactivas no cambió 
significativamente por la administración de LPS en comparación con los valores de  las 
ratas control (Fig. 56). Por el contrario, los tratamientos con el estradiol, con el 
tamoxifeno, o con el raloxifeno redujeron significativamente el número de las células de 
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Purkinje inmunorreactivas para IL-6Rα, respecto a los valores de las ratas control (Fig. 
56).  
 El estradiol administrado en ratas inyectadas con LPS produjo una reducción 
significativa del número de células IL-6Rα inmunorreactivas, en comparación con las 
ratas control y con las ratas inyectadas con LPS sólo (Fig. 56). El tamoxifeno y el 
raloxifeno ejercieron un efecto similar en las ratas tratadas con LPS (Fig. 56).  
Células IL6-Rα/mm3

















 Fig. 56. Número de células inmunorreactivas para IL-6Rα /mm3 en la sustancia blanca del 
cerebelo de ratas hembra en las que se iniciaron los tratamientos con compuestos estrogénicos y 
LPS 1 semana después de la ovariectomía. Los tratamientos fueron los siguientes: vehículos 
(Control, n=5); estradiol 250 µg/Kg (Estradiol 250, n=4); tamoxifeno 1 mg/Kg (Tamoxifeno 1, 
n=4); raloxifeno 1 mg/Kg (Raloxifeno 1, n=4); LPS (LPS y Vehículo, n=5); LPS y estradiol 250 
µg/Kg (LPS y Estradiol 250, n=5); LPS y tamoxifeno 1 mg/Kg (LPS y Tamoxifeno 1, n=4); LPS y 
raloxifeno 1 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 1, n=4). Los datos mostrados son la media ± SEM. 
Diferencias significativas versus valores de LPS y vehículo: *** p<0,001. Diferencias 
significativas versus valores control: *** p<0,001. 
 
4.3 Modulación de la activación microglial en el cerebelo 
 
4.3.1 Efectos del LPS sobre la microglía  
 En este estudio utilizamos la inmunorreactividad frente a MHC-II para detectar a 
la microglía reactiva. Las células inmunorreactivas para MHC-II fueron muy escasas en 
el cerebelo de las ratas control (Figs. 57, 59 y 61). Por el contrario, en las ratas 
inyectadas con el LPS, tanto en los machos como en las hembras, las células 
inmunorreactivas para MHC-II fueron muy abundantes (Figs. 57, 59 y 61) y mostraron 
somas más anchos y procesos más gruesos y retraídos (comparar los insertos en Figs. 
57A, E y 59A, E) que en las inyectadas con vehículo. Utilizando el anticuerpo ED-1, un 
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marcador de microglía fagocítica, observamos diferencias cualitativas similares a las 
obtenidas con el anticuerpo MHC-II (datos no mostrados).  
 El número de células MHC-II inmunorreactivas, estimado con el método del 
disector óptico, fue significativamente mayor en los machos y en las hembras 
inyectadas con el LPS que en los animales inyectados con el vehículo (Figs. 58, 60 y 
62). Por el contrario, el tratamiento con el LPS no afectó al número total de células 
microgliales, marcadas con el pan marcador de microglía OX-42 (machos: controles 
6906±413 células/mm3, n=10; LPS, 8571±272 células/mm3, n=19; hembras: controles, 
7258±414 células/mm3, n=9; LPS, 8116±222 células/mm3, n=19).  
 
 Empleando inmunohistoquímica frente a vimentina para detectar astroglía 
reactiva, no encontramos astrocitos reactivos. Mediante inmunohistoquímica frente a 
histona 3 fosforilada, un marcador de proliferación celular, no hayamos diferencias 
significativas entre las ratas tratadas con LPS y los inyectados con vehículo (datos no 
mostrados).  
 
4.3.2 Efectos de los compuestos estrogénicos sobre la microglía en ratas macho 
 La administración de 17 β-estradiol a ratas macho tratadas con LPS resultó en 
una disminución en el número de células MHC-II inmunorreactivas de manera 
dependiente de la dosis (Figs. 57 y 58). Las ratas inyectadas con LPS y tratadas con 
estradiol, a las dosis de 50 y 250 mg/kg, mostraron una disminución en el número de 
células MHC-II inmunorreactivas hasta valores que fueron significativamente más bajos 
que en aquellas ratas inyectadas con sólo LPS, y no fueron significativamente diferentes 
de los valores control. Además las células marcadas para MHC-II, en las ratas 
inyectadas con LPS y con estradiol a las dosis de 50 y 250 µg/kg, mostraron procesos 
celulares más finos y largos y somas celulares más pequeños que en las ratas inyectadas 
con únicamente LPS (comparar los insertos Figs. 57E y F).  
 
 Las dosis más altas de estradiol no redujeron significativamente el número de 
células inmunorreactivas frente a MHC-II en las ratas inyectadas con LPS. El estradiol 
(250 µg/kg) no modificó de una manera significativa el número de células 
inmunorreactivas frente a MHC-II en animales no tratados con LPS (Figs. 57 y 58).  
 
 En contraste con el efecto dosis dependiente del estradiol, todas las dosis de 
tamoxifeno analizadas en las ratas inyectadas con LPS (en el rango de 0,5 a 2 mg/kg) 
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fueron capaces de reducir significativamente el número de células MHC-II 
inmunorreactivas en comparación con los valores de animales inyectados con sólo LPS 
(Figs. 57 y 58). Las células MHC-II inmunorreactivas mostraron procesos celulares más 
largos y finos y somas celulares más pequeños en las ratas inyectadas con tamoxifeno y 
LPS en comparación con los animales inyectados con sólo LPS (comparar los insertos 
en Figs. 57E y G).  
 
 El raloxifeno fue capaz de reducir significativamente el número de células 
MHC-II inmunorreactivas y la morfología reactiva (comparar los insertos en Figs. 57E 
y H), en animales inyectados con LPS en comparación con las ratas inyectadas con sólo 
LPS, pero únicamente a las dosis de 0.5 y 1 mg/kg (Figs. 57 y 58). El tamoxifeno y 
raloxifeno per se (1 mg/kg), en ausencia de LPS, no afectaron al número de células 
MHC-II inmunorreactivas (Figs. 57 y 58). 
 
 El número de células inmunorreactivas para OX-42 no se vio afectado por los 
tratamientos experimentales con compuestos estrogénicos, ni en las ratas tratadas con 
LPS ni en las tratadas con vehículo (datos no mostrados). 
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Fig. 57. Imágenes representativas de la sustancia blanca central de cerebelo de ratas macho que 
muestran inmunorreactividad para MHC-II después de administrar los siguientes tratamientos: A, 
vehículos de los compuestos estrogénicos (DMSO) y LPS (tampón fosfato); B, 17β-estradiol 250 
µg/Kg; C, tamoxifeno 1 mg/Kg; D, raloxifeno 1 mg/Kg; E, LPS; F, 17β-estradiol 250 µg/Kg y LPS; G, 
tamoxifeno 1 mg/Kg y LPS; H, raloxifeno 1 mg/Kg y LPS. Los insertos muestran detalles de la 
morfología de las células MHC-II inmunoreactivas a gran aumento. Escala de las imágenes 100 µm. 
Escala de los insertos 25 µm. 
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Fig. 58. Número de células inmunorreactivas para MHC-II /mm3 en la sustancia blanca del cerebelo 
de ratas macho después de los siguientes tratamientos: vehículos para los compuestos estrogénicos y 
LPS (Control, n=10); estradiol 250 µg/Kg (Estradiol 250, n=4); tamoxifeno 1 mg/Kg (Tamoxifeno 1, 
n=4); raloxifeno 1 mg/Kg (Raloxifeno 1, n=4); LPS (LPS y Vehículo, n=16); LPS y estradiol 50 µg/Kg 
(LPS y Estradiol 50, n=6); LPS y estradiol 250 µg/Kg (LPS y Estradiol 250, n=5); LPS y estradiol 500 
µg/Kg (LPS y estradiol 500, n=8); LPS y estradiol 700 µg/Kg (LPS y Estradiol 700, n=5); LPS y 
tamoxifeno 0,5 mg/Kg (LPS y Tamoxifeno 0,5, n=6); LPS y tamoxifeno 1 mg/Kg (LPS y Tamoxifeno 1, 
n=6); LPS y 2 mg/Kg tamoxifeno (LPS y Tamoxifeno 2, n=6); LPS y raloxifeno 0,5 mg/Kg (LPS y 
Raloxifeno 0,5, n=4); LPS y raloxifeno 1 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 1, n=8); LPS y raloxifeno 2 mg/Kg 
(LPS y Raloxifeno 2, n=4). Los datos mostrados son la media ± SEM. Diferencias significativas versus 




4.3.3 Efectos de los compuestos estrogénicos sobre la microglía en ratas 
hembra, iniciando el tratamiento una semana después de la ovariectomía 
 En este estudio utilizamos ratas ovariectomizadas para eliminar la fluctuación de 
hormonas ováricas durante el ciclo estral. En un primer experimento, el tratamiento con 
el LPS y los compuestos estrogénicos fue iniciado una semana después de la 
ovariectomía. 
 
 Al igual que en los machos, la administración de estradiol disminuyó de una 
manera dosis dependiente, el número de células MHC-II en las hembras inyectadas con 
LPS (Figs. 59 y 60). El estradiol también redujo la morfología reactiva de la microglía 
(comparar los insertos Figs. 59E y F). Sin embargo, a diferencia de los machos, la dosis  
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más baja de estradiol analizada (50 mg/kg) no redujo significativamente el número de 
células MHC-II en las ratas inyectadas con LPS, por el contrario, las dosis de 250 y 500 
µg/kg disminuyeron significativamente el número de células MHC-II inmunorreactivas 
(Figs. 59 y 60). El estradiol, a la dosis de 250 µg/kg, no afectó significativamente a la 
inmunorreactividad frente a MHC-II en ratas que no fueron tratados con LPS (Figs. 59 y 
60).  
 Tal y como observamos en las ratas macho, todas las dosis analizadas de 
tamoxifeno resultaron en una reducción significativa en la morfología reactiva de la 
microglía (comparar los insertos Figs. 59E y G), y en una disminución en el número de 
células MHC-II inmunorreactivas a valores que no fueron diferentes significativamente 
a aquellos de las ratas control inyectadas con los vehículos (Figs. 59 y 60). El efecto 
máximo fue observado con la dosis de 1 mg/kg.  
  
 El raloxifeno, a dosis de 0,5 y 1 mg/kg redujo el número de células MHC-II 
inmunorreactivas a los niveles del control y disminuyó la morfología reactiva de la 
microglía (comparar los insertos en Fig. 59E y H). Sin embargo, a una dosis mayor (2 
mg/kg), el raloxifeno no modificó significativamente el número de células MHC-II 
inmunorreactivas en comparación a las ratas inyectadas con sólo LPS (Fig. 60).  
 
 La administración de tamoxifeno (1 mg/kg) o raloxifeno (1 mg/kg) en hembras 
ovariectomizadas que no fueron tratadas con LPS no afectó significativamente al 
número de células MHC-II inmunorreactivas en comparación a los valores control 
(Figs. 59 y 60). Sin embargo, el raloxifeno tuvo un moderado efecto inflamatorio, no 
observado en los machos, por lo que en las ratas inyectadas con raloxifeno en ausencia 
de LPS, las células MHC-II inmunorreactivas mostraron características de microglía 
reactiva, con cuerpos y procesos celulares más gruesos (comparar los insertos en Figs. 
59A y D). Además, el número de células MHC-II inmunorreactivas después de la 
administración de raloxifeno, en ausencia de LPS, no fue diferente significativamente 
de los valores del grupo de LPS ni del control (Fig. 60).  
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Fig. 59. Inmunorreactividad frente a MHC-II en la sustancia blanca central del cerebelo de ratas 
hembra en las que fueron iniciados los tratamientos con compuestos estrogénicos y LPS, 1 semana 
después de la ovariectomía. Las figuras muestran imágenes representativas después de administrar los 
siguientes tratamientos: A, vehículos; B, 17β-estradiol 250 µg/Kg; C, tamoxifeno 1 mg/Kg; D, 
raloxifeno 1 mg/Kg; E, LPS; F, 17β-estradiol 250 µg/Kg y LPS; G, tamoxifeno 1 mg/Kg y LPS; H, 
raloxifeno 1 mg/Kg y LPS. Los insertos muestran detalles de la morfología de las células MHC-II 
inmunoreactivas a gran aumento. Escala de las imágenes 100 µm. Escala de los insertos 25 µm.. 
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 Fig. 60. Número de células inmunorreactivas para MHC-II /mm3 en la sustancia blanca del cerebelo 
de ratas hembra en las que se iniciaron los tratamientos con compuestos estrogénicos y LPS 1 semana 
después de la ovariectomía. Los tratamientos fueron los siguientes: vehículos (Control, n=9); estradiol 
250 µg/Kg (Estradiol 250, n=4); tamoxifeno 1 mg/Kg (Tamoxifeno 1, n=4); raloxifeno 1 mg/Kg 
(Raloxifeno 1, n=4); LPS (LPS y Vehículo, n=16); LPS y estradiol 50 µg/Kg (LPS y Estradiol 50, n=4); 
LPS y estradiol 250 µg/Kg (LPS y Estradiol 250, n=5); LPS y estradiol 500 µg/Kg (LPS y Estradiol 
500, n=5); LPS y tamoxifeno 0,5 mg/Kg (LPS y Tamoxifeno 0,5, n=5); LPS y tamoxifeno 1 mg/Kg 
(LPS y Tamoxifeno 1, n=4); LPS y tamoxifeno 2 mg/Kg (LPS y Tamoxifeno 2, n=5); LPS y raloxifeno 
0,.5 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 0,5, n=4); LPS y raloxifeno 1 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 1, n=4); LPS y 
raloxifeno 2 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 2, n=4). Los datos mostrados son la media ± SEM. Diferencias 
significativas versus valores de LPS: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferencias significativas versus 
valores control: ^^p<0,01; ^^^p<0,001. 
 
 
4.3.4 Efectos de los compuestos estrogénicos sobre la microglía en ratas 
hembra, iniciando el tratamiento 1 mes después de la ovariectomía  
 En un segundo grupo de animales, los tratamientos con el LPS y los compuestos 
estrogénicos se iniciaron 1 mes después de la ovariectomía para determinar si un tiempo 
prolongado de privación previa de hormonas ováricas, pudiera afectar al efecto 
antiinflamatorio de los compuestos estrogénicos sobre la microglía (Figs. 61 y 62).  
 
 En los animales inyectados con el LPS 1 mes después de la ovariectomía, tanto 
el estradiol (250 mg/kg) como el tamoxifeno (0,5 y 1 mg/kg) disminuyeron el número 
de células inmunorreactivas para MHC-II a valores significativamente más bajos que en 
las ratas inyectadas con LPS sólo (Figs. 61 y 62). Tal y como observamos cuando los 
tratamientos fueron iniciados 1 semana después de la ovariectomía, el efecto máximo 
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del tamoxifeno fue detectado a la dosis de 1 mg/kg. Además, la respuesta de las células 
MHC-II inmunorreactivas a estradiol y tamoxifeno fue similar después de 1 mes y 1 
semana de ovariectomía.  
 
 El raloxifeno, a la dosis de 0,5 mg/kg, también produjo una reducción 
significativa en el número de células MHC-II inmunorreactivas, como observamos en 
las ratas hembra cuando los tratamientos fueron iniciados una semana después de la 
ovariectomía (Figs. 61 y 62). Sin embargo, el efecto antiinflamatorio del raloxifeno se 
perdió a la dosis de 1 mg/kg en animales hembra inyectadas con LPS 1 mes después de 
la ovariectomía. El número de células MHC-II inmunorreactivas fue significativamente 
mayor en los animales inyectados con LPS y raloxifeno a la dosis de 1 mg/kg que en los 
animales control y no fue significativamente diferente de los valores de las ratas  
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Fig. 61. Inmunorreactividad frente a MHC-II en la sustancia blanca central del cerebelo de ratas 
hembra en las que fueron iniciados los tratamientos con compuestos estrogénicos y LPS, 1 mes 
después de la ovariectomía. Las figuras muestran imágenes representativas después de administrar los 
siguientes tratamientos: A, vehículos; B, LPS; C, 17β-estradiol 250 µg/Kg y LPS; D, tamoxifeno 1 
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Fig. 62. Número de células inmunorreactivas para MHC-II /mm3 en la sustancia blanca del cerebelo 
de ratas hembra en las que se iniciaron los tratamientos con compuestos estrogénicos y LPS 1 mes 
después de la ovariectomía. Los tratamientos fueron los siguientes: vehículos (Control, n=10); LPS 
(LPS y Vehículo, n=9); LPS y estradiol 250 µg/Kg (LPS y Estradiol 250, n=3); LPS y tamoxifeno 0.5 
mg/Kg (LPS y Tamoxifeno 0.5, n=5);  LPS y 1 mg/Kg tamoxifeno (LPS y Tamoxifeno 1, n=4); LPS y 
raloxifeno 0.5 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 0.5, n=4); LPS y raloxifeno 1 mg/Kg (LPS y Raloxifeno 1, 
n=4). Los datos mostrados son la media ± SEM. Diferencias significativas versus valores de LPS: 
*p<0,05; ***p<0,001. Diferencias significativas versus valores control: ^p<0,05; ^^^p<0,001.   
 
4.3.5 Expresión de los receptores de estrógeno en la microglía 
 Exploramos la posible expresión de los ERs en la microglía por 
inmunohistoquímica. Observamos inmunorreactividad frente al ERβ en las células de 
Purkinje (Fig. 63) como previamente estaba descrito en la literatura (Shughrue y cols., 
1997, Price and Handa 2000). Sin embargo no fuimos capaces de detectar ninguna 
evidencia de colocalización de la inmunorreactividad frente a ERβ con el marcador de 
microglía OX-42, ni en las ratas control inyectadas con vehículos, ni en las inyectadas 
con compuestos estrogénicos, LPS o la combinación de LPS y compuestos estrogénicos. 
Obtuvimos resultados idénticos con los dos anticuerpos ERβ ensayados.  
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Fig. 63. Inmunomarcaje de las células de Purkinje (flecha) empleando el anticuerpo policlonal de 
conejo frente a ERβ. mol, capa molecular. gcl, capa de células granulares. Escala 25 µm. 
 
 Por el contrario, si detectamos colocalización de la inmunorreactividad frente al 
ERα y al OX-42 (Fig.64). El patrón de la inmunorreactividad frente al ERα fue difuso 
en las ratas control (Fig. 64D). Sin embargo, en las ratas tratadas con LPS después de 1 
semana de ovariectomía, la inmunorreactividad frente al ERα claramente perfiló los 
somas celulares (Fig. 64H) y fue evidente el inmunomarcaje puntiforme frente al ERα 
en el pericarion celular y en los procesos de células inmunorreactivas frente a OX-42 
(Fig. 64G). El marcaje puntiforme no fue observado cuando el anticuerpo primario 
frente al ERα fue omitido durante la incubación.  
 
 Como control de la especificidad de la señal del ERα, fueron empleadas 
secciones de ratones ERαKO de un estudio en el que la activación de la microglía fue 
inducida por una lesión con una cuchilla en la corteza cerebral y en el hipocampo. No se 
detectó inmunorreactividad frente al ERα en células OX-42 inmunorreactivas en los 
ratones ERαKO (datos no mostrados). 
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Fig. 64. Colocalización de la inmunorreactividad frente al OX42 (rojo) y la inmunorreactividad frente 
al ERα (verde) en la sustancia blanca central del cerebelo de ratas hembra ovariectomizadas. A-D, rata 
control. E-H, rata inyectada con LPS 1 semana después de la ovariectomía. A y E, ejemplos de células 
OX42 inmunorreactivas. B y F, inmunorreactividad frente al ERα en los mismos campos 
microscópicos de los paneles A y E, respectivamente. C y G, mezcla de los canales verde y rojo que 
muestran puntos de colocalización (amarillo) de OX42 y ERα en el soma y procesos celulares de 
células OX42 inmunorreactivas. D y H, detalle a gran aumento de las células mostradas en los paneles 
B y F, respectivamente. La administración del LPS realzó la localización de la inmunorreactividad 
frente al ERα en el cuerpo celular. Escala 10 µm.  
 
 La estimación del porcentaje de los somas OX-42 inmunorreactivos que 
mostraban colocalización con el ERα reveló un incremento significativo en las ratas 
tratadas con LPS 1 semana después de la ovariectomía (67±5% vs 88±3% en ratas 
control e inyectadas con LPS respectivamente, p<0.01) (Fig. 65). El tratamiento con 
estradiol (250 µg/kg), en ausencia del LPS, también incrementó la localización de la 
inmunorreactividad frente al ERα en el pericárion de las células OX-42 
inmunorreactivas y el porcentaje de colocalización de los dos marcadores (87±0.5%, 
p<0.01 versus valores control). Sin embargo, el tratamiento con estradiol contrarrestó el 
efecto del LPS en el porcentaje de colocalización (73±2%; p<0.01 versus valores de 
LPS) (Fig. 65).  
 
 Como observamos para el tratamiento con estradiol, el tratamiento con 
tamoxifeno (1 mg/kg) incrementó el porcentaje de células OX-42 inmunorreactivas con 
inmunomarcaje frente al ERα bajo condiciones basales (93±1%; p<0.05 versus valores 
control). Sin embargo, el tamoxifeno no afectó significativamente al porcentaje de 
colocalización en las ratas inyectadas con LPS (81±8%) (Fig. 65).  
 
 El raloxifeno (1 mg/kg) no afectó significativamente al porcentaje de células 
OX-42 inmunorreactivas que colocalizaban con el ERα bajo condiciones basales y no 
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modificó significativamente la colocalización del ERα y el OX-42 en las ratas 
inyectadas con LPS (Fig. 65).  
 
 En las ratas que fueron tratadas 1 mes después de la ovariectomía se obtuvieron 
resultados diferentes. El porcentaje de células en las que colocalizaban el ERα y OX-42 
no fue afectado significativamente por el LPS o por la combinación de LPS y estradiol o 
LPS y tamoxifeno (50±3, 37±5, 52±8, y 46±6% en animales tratados con vehículo, LPS, 
estradiol y LPS, y tamoxifeno y LPS respectivamente). Por el contrario, la combinación 
de LPS y raloxifeno indujo una disminución significativa en el porcentaje de células que 
colocalizaban para el ERα y el OX-42 respecto a los valores de los animales inyectados 
con vehículos (36±1%; p<0,01). Además, el porcentaje de colocalización de la 
inmunorreactividad para el OX42 y el ERα disminuyó significativamente en los 
animales tratados 1 mes después de la ovariectomía (50±3%) en comparación a los 


















Fig. 65. Tabla resumen del porcentaje de células inmunorreactivas para ERα y OX-42 en la sustancia 
blanca central del cerebelo de ratas hembra ovariectomizadas, en las que se iniciaron los tratamientos 
con compuestos estrogénicos y LPS, 1 semana (1 SEM OVX) o 1 mes después de la ovariectomía (1 
MES OVX). Vehículos (CONTROL), LPS (LPS y vehículo), estradiol 250 µg/Kg (ESTRAD 250), 
tamoxifeno 1 mg/kg (TAMOX 1) y raloxifeno 1mg/kg (RALOX 1).   
 
4.3.6 Efectos de los agonistas de los receptores de estrógeno PPT y DPN sobre 
la microglía 
 Realizamos el siguiente estudio con la finalidad de esclarecer la implicación de 
los ERs α y β en la modulación de la microglía reactiva. En las ratas inyectadas con el 
LPS, el PPT redujo la morfología reactiva de la microglía a las dosis de 1,2 y 2,4 mg/kg. 
Por el contrario la dosis más baja de PPT (0,6 mg/kg) no tuvo un efecto significativo 
sobre el número de células inmunorreactivas para MHC-II (Fig. 66).  
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  De las 3 dosis ensayadas de DPN (0,6, 1,2 y 2,4 mg/kg), únicamente la dosis 
mayor tuvo un efecto significativo sobre el número de células MHC-II inmunorreactivas 
en las ratas tratadas con LPS (Fig. 66). 
 La combinación de ambos agonistas, PPT y DPN, a las dosis de 1,2+1,2 y 
2,4+2,4 mg/kg indujo un descenso significativo en el número de células 
inmunorreactivas frente a MHC-II en las ratas que fueron tratadas con LPS. Sin 
embargo la dosis más baja de 0,6+0,6 mg/kg no indujo diferencias significativas (Fig. 
66). El PPT o el DPN (2,4 mg/kg), no afectaron significativamente el número de células 
inmunorreactivas frente a MHC-II en las ratas que no fueron tratadas con LPS (Fig. 66).  
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Fig. 66. Número de células inmunorreactivas para MHC-II /mm3 en la sustancia blanca del cerebelo de 
ratas hembra en las que se iniciaron los tratamientos con agonistas de los receptores de estrógenos 
(PPT y DPN) y LPS 1 semana después de la ovariectomía. Los tratamientos fueron los siguientes: 
vehículos (Control, n=8); PPT 2,4 (2,4 mg/kg, n=4); DPN 2,4 (2,4 mg/kg, n=4); LPS (LPS y Vehículo, 
n=8); LPS y PPT 0,6 mg/kg (LPS y PPT 0,6, n=4); LPS y PPT 1,2 mg/kg (LPS y PPT 1,2 mg/kg, n=4); 
LPS y PPT 2,4 mg/kg (LPS y PPT 2,4 mg/kg, n=4); LPS y DPN 0,6 mg/kg (LPS y DPN 0,6, n=4); LPS y 
DPN 1,2 mg/kg (LPS y DPN 1,2, n=4); LPS y DPN 2,4 mg/kg (LPS y DPN 2,4, n=4) LPS y PPT 
0,6+DPN 0,6 mg/kg (LPS y PPT+DPN 0,6, n=4); LPS y PPT 1,2+DPN 1,2 mg/kg (LPS y PPT+DPN 
1,2, n=4); LPS y PPT 2,4+DPN 2,4 mg/kg (LPS y PPT+DPN 2,4, n=4). Los datos mostrados son la 
media ± SEM. Diferencias significativas versus valores de LPS: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
Diferencias significativas versus valores control: ^^p<0,01; ^^^p<0,001. 
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1. MODELO DE SOBRENUTRICIÓN POSTNATAL Y DE 
TRATAMIENTO CRÓNICO CON LEPTINA (ICV) 
 
La microglía se activa en el cerebro de ratas con sobrepeso  
 La obesidad es uno de los campos más activos en la investigación biomédica, 
con una alta incidencia en la población de los países desarrollados. En nuestro estudio 
hemos abordado las alteraciones que se producen en el cerebro desde el punto de vista 
inflamatorio, otorgando a la microglía un papel relevante en la regulación de la 
homeostasis energética. 
 
 En los modelos animales de obesidad inducida por la dieta, así como en los 
humanos obesos, las citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y el TNFα (Greenberg y 
Obin, 2006; Shoelson y cols., 2006) y los niveles de leptina se encuentran 
incrementados en la circulación y en los tejidos metabolicamente activos como el 
hígado y el tejido adiposo (Zhang y cols., 1994; Frederich y cols., 1995; West y York, 
1998). Las citoquinas pueden ejercer un potente efecto endocrino/neuroendocrino 
desencadenando cambios en la homeostasis energética (Guijarro y cols., 2006). 
Recientemente se ha demostrado que en el hipotálamo de ratas alimentadas con una 
dieta rica en grasas, hay una activación de la respuesta inflamatoria en la que se produce 
un aumento de la expresión de los genes TNFα, IL-1β y la IL-6, acompañado del 
incremento de células de microglía que expresan el receptor tipo Toll-4 (TLR-4) y 
F4/80 (Milanski y cols., 2009). 
 
 En el presente trabajo, hemos detectado un marcado incremento en el número de 
células MHC-II inmunorreactivas en el cerebro de las ratas con sobrepeso. La expresión 
de MHC-II es considerada como un marcador fidedigno de activación microglial 
(Ladeby y cols., 2005) y la inmunorreactividad frente a MHC-II es prácticamente 
indetectable en la microglía en reposo. En contraposición al estudio de Milanski y cols., 
en nuestro estudio los animales no estaban expuestos a un cambio de dieta, indicando 
que la activación de la microglía hipotalamica en nuestro estudio era el resultado de 
algún cambio derivado del sobrepeso y no de la dieta. 
 
  En el hipotálamo de las ratas con sobrepeso se produjo un aumento notable y 
estadísticamente significativo de la microglía inmunorreactiva frente a MHC-II en la 
Discusión 
 - 125 -
EM, el VMN, y el OX. Sin embargo en los núcleos PVN, DMN y Arc, a pesar de 
presentar un aumento en las células MHC-II, la diferencia con los animales controles no 
fue significativo. Las células de microglía activadas fueron particularmente abundantes 
en la sustancia blanca del cerebro. 
 
 Existen determinadas áreas cerebrales más susceptibles al influjo de moléculas 
proinflamatorias de la sangre debido a la falta de BBB, como es el caso de la EM, donde 
nosotros hemos encontrado una alta densidad de células MHC-II inmunorreactivas. La 
EM, está formada por sustancia blanca predominantemente, donde podemos encontrar 
glía residente entre los axones neurosecretores (Cheunsuang y Morris, 2005), vasos 
sanguíneos y tanicitos (Rodríguez y cols., 1979). Este CVO, es un área altamente 
vascularizada y desprovista de  BBB, estando expuesta a la acción de agentes 
circulantes proinflamatorios como la IL-1, la IL-6, el TNFα y la leptina, cuyos niveles 
plasmáticos encuentran elevados en la obesidad (Greenberg y cols., 2006; Shoelson y 
cols., 2006). Esta podría ser la causa de una mayor activación microglial en la EM de 
los animales con sobrepeso.   
 
 Hay autores que contemplan a la EM y la zona más ventral del Arc (vm-Arc) 
como un único complejo de integración de la información circulante y metabólica, a 
través de sus conexiones recíprocas con áreas viscerosensoriales cerebrales y los CVOs 
(Yi y cols., 2006). Los vasos sanguíneos localizados en el vm-Arc presentan una 
alteración en la BBB, ya que no presentan algunos de los marcadores típicos, como el 
antígeno de la barrera endotelial (EBA) y el receptor de transferrina (TfR), lo que 
representa una vía de entrada para las sustancias circulantes que estimulan e inhiben a 
las neuronas que regulan la ingesta y el peso corporal (Norsted y cols., 2008). Este tipo 
de microvasos permeables forman parte del plexo subependimal de la EM, que irriga 
exclusivamente el vm-Arc (Ciofi y cols., 2009). En un estudio en el que se inyectó 
como trazador la toxina del cólera B conjugada con un fluoróforo (CTB) en el vm-Arc y 
la capa subependimal de la EM (seEM), se detectó que varias regiones mostraban una 
interacción recíproca con el vm-Arc y la seEM: el Sch, el PVN, el núcleo preóptico, el 
DMN, el VMN y otros CVOs como el SFO, el OVLT, el AP y el NTS (Yi y cols., 
2006). Así pues, en la EM, debido a su carencia de BBB y a su alta vascularización, la 
microglía podría estar activada en las ratas con sobrepeso por el incremento de agentes 
circulantes proinflamatorios.  
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 Encontramos también microglía reactiva en el VMN, que ha sido considerado 
durante mucho tiempo el centro regulador de la saciedad por excelencia (Kennedy, 1950 
y Brobeck, 1956) y que interviene en el control de la ingesta (Schwartz y cols., 2000; 
Woods y cols., 2000). La estimulación eléctrica del VMN produce una alteración en el 
patrón de comportamiento alimenticio, produciéndose una supresión de la ingesta y del 
sueño (Hetherington y Ranson, 1942; Anand y Brobeck, 1951 a y b; Hoebel, 1971) o 
reacciones aversivas tales como, excitación motora intensa, la acción de fuga y de 
ataque (Oomura, 1981; Bernardis, 1985). Las lesiones en el VMN provocan efectos 
opuestos: hiperfagia, obesidad e hiperemocionalidad  (Hetherington y Ranson, 1942). 
Estudios en humanos evidencian un gran aumento de la actividad del VMN durante la 
alimentación.  
 
 Además del VMN, las ratas con sobrepeso también presentaron una gran 
cantidad de células de glía en el OX. En relación con esta observación, es interesante 
que un estudio sobre la gliogénesis postnatal en el nervio óptico de ratas puso en 
evidencia que la microglía inmunorreactiva para lipocortina 1 (LC1) representa en la 
rata adulta el 12% de la glía del nervio óptico cercana al quiasma óptico (Zhang y 
McKanna, 1997), una región en la que se concentra una densidad alta de células de 
microglía. También se ha descrito que determinadas retinopatías ópticas en las que se 
produce una ruptura de la BBB en el nervio óptico (Sklar y cols., 1996), como la 
neuritis isquémica óptica anterior, están asociadas con obesidad, sobrepeso y diabetes 
(Rodríguez-Gaspar y cols., 2010). Nuestros resultados apoyan la posibilidad de que en 
situaciones de sobrepeso y obesidad se esté produciendo un aumento de los factores 
circulantes capaces de activar a la microglía del OX.  
 
 El cerebelo es un área cerebral especialmente sensible a los mediadores 
inflamatorios circulantes o a agentes proinflamatorios como el LPS, además de 
desempeñar un papel relevante en la integración somática-visceral del control de la 
ingesta y motivación por el alimento, a través de conexiones recíprocas entre el cerebelo 
y el hipotálamo (Zhu y cols., 2008). Por lo tanto, es comprensible que en nuestro 
modelo de obesidad, además de hallar microglía reactiva en diversos núcleos del 
hipotálamo, también la encontremos en el cerebelo. Varios estudios realizados sobre la 
permeabilidad de la barrera hematoencefálica, muestran que la microvasculatura del 
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cerebelo parece ser más sensible a la acción inflamatoria sistémica inducida por 
sustancias nocivas como el LPS o el ácido valproico (VPA) (Vorbrodt y cols., 2005). 
Además, en un estudio realizado sobre la distribución de las poblaciones gliales en el 
cerebro de ratas adultas se ha demostrado que el cerebelo se encuentra entre las áreas 
cerebrales con una densidad microglial más elevada (Savchenko y cols., 2000). 
Ya que la microglía activada representa una fuente de citoquinas en el SNC (Schöbitz y 
cols., 1994; Gehrmann y cols., 1995; Benveniste, 1997; Sternberg, 1997), el incremento 
de IL-6 en la sustancia blanca del cerebelo de las ratas con sobrepeso podría ser debido 
a la activación de la microglía.  
 
La leptina induce la activación microglial hipotalámica 
 En el presente estudio hallamos que la microglía hipotalámica estaba activada en 
un modelo de sobrepeso, donde distintos factores circulantes y centrales se encuentran 
modificados, incluyendo la leptina circulante. 
 
 Se ha propuesto a la leptina como un nexo entre el estado nutricional y las 
funciones neuroendocrinas e inmunes (BjØrbaek y Kahn, 2004; La Cava y Matarese, 
2004; Guijarro y cols, 2006; Dixit, 2008). La leptina puede actuar como un inductor de 
la fase aguda temprana de la inflamación, como la IL-1 y la IL-6, ya que se produce un 
incremento de sus niveles durante la inflamación, y es capaz de modular la respuesta 
inmune innata y adaptativa (Loffreda y cols., 1998; Sánchez-Margalet y cols., 2003). 
Esta hormona es capaz de estimular a la microglía in vitro, induciendo la producción de 
IL-1β y TNF α (Pinteaux y cols., 2007) y a las células de microglía de la línea tumoral 
BV-2, activando la producción de la IL6 (Tang y cols, 2007).  
 
 Por lo tanto, la leptina podría estar jugando un papel relevante en la inducción de 
la activación de la microglía en el SNC de animales con sobrepeso, que tienen niveles 
elevados de esta hormona. Por esta razón, realizamos un tratamiento crónico de leptina, 
por administración icv, y analizamos posteriormente la inmunorreactividad para MHC-
II en el hipotálamo. Este modelo presenta la ventaja de que las ratas no son obesas y no 
presentan los cambios corporales y circulantes que presentaban las ratas con sobrepeso, 
lo que nos permite ver más claramente si la leptina, podría estar directamente implicada 
en la activación de la microglía hipotalámica.  
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 En este estudio encontramos células MHC-II inmunorreactivas en el hipotálamo 
de las ratas tratadas con leptina icv. Algunas de estas células presentaban un soma 
esférico con múltiples proyecciones muy finas y cortas; otras un soma alargado y 
procesos gruesos y retraídos y un tercer grupo de células eran ameboides, sin 
proyecciones. Los distintos fenotipos observados podrían representar distintos estadios 
de activación de la microglía o de otros tipos celulares que también expresaran el 
marcador MHC-II, como los macrófagos residentes del SNC (Ford y cols., 1995). Estos 
últimos constituyen una minoría y suelen dividirse en dos tipos, los macrófagos 
perivasculares, que están situados junto a la lámina basal de los vasos de pequeño 
calibre, con un fenotipo fusiforme (Graeber y cols., 1992; Flaris y cols., 1993; Fabriek y 
cols., 2005; Kim y cols., 2006) y los macrófagos de las meninges, de fenotipo 
redondeado, presentes en la dura madre, las leptomeninges y los plexos coroideos 
(McMenamin, 1999). Por otro lado, no podemos descartar que la administración de 
leptina icv sea capaz de alterar la permeabilidad de las barreras que regulan la entrada 
celular:  la BBB en el parénquima del SNC, el líquido cefalorraquídeo en los plexos 
coroideos, o la barrera de tanicitos situada alrededor de los CVOs, permitiendo el 
acceso de leucocitos al tejido nervioso, como los  monocitos, que se diferencian en 
macrófagos en el parénquima cerebral y también pueden presentar en la superficie el 
MHC-II (Engelhardt, 2006; Prendergast y Anderton, 2009). En todo caso, nuestros 
resultados sugieren que la leptina ejerce un efecto directo sobre la activación y/o 
diferenciación de las células presentadoras de MHC-II, induciendo la activación de las 
células del sistema inmune innato en el cerebro. 
 
 El VMN fue otra de las regiones hipotalámicas con un cambio significativo en el 
número de células de microglía activada en los animales con sobrepeso. Este núcleo 
posee una alta densidad de receptores de leptina, particularmente en su porción 
dorsomedial (Schwartz y cols., 1996; Elmquist y cols., 1997a y 1998; Hakansson y 
cols., 1998; Baskin y cols., 1999; Masaki y cols., 2003), indicando que la leptina puede 
actuar directamente en el VMN. Además, hemos de tener en cuenta que es en la EM y el 
Arc en donde se encuentran concentraciones más elevadas de los receptores de leptina 
en el cerebro de la rata (Banks y cols., 1996; Schwartz y cols., 1996; Zamorano y cols., 
1997). Además, los astrocitos de la EM pueden capturar moléculas de la circulación y 
muchos de ellos expresan los receptores de leptina (Cheunsuang y Morris, 2005). 
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 Otra cuestión importante en relación al análisis de nuestros resultados, es la 
posible regulación del estado inflamatorio central por la acción de los neuropéptidos 
hipotalámicos involucrados en el control de la ingesta, cuyos niveles se encuentran 
alterados en la obesidad. Por ejemplo, PACAP, un neuropéptido anorexigénico liberado 
predominante en el VMN (Segal y cols., 2005; Kurrasch y cols., 2007) y que parece ser 
un mediador importante en los efectos centrales de la leptina en el balance energético 
(Hawke y cols., 2009).  
 
 Al PACAP se le han atribuido recientemente propiedades antiinflamatorias 
(Gadea y cols., 2003). Este neuropéptido, así como el péptido intestinal vasoactivo 
(VIP) es capaz de inhibir la producción de TNFα, IL-1β, IL-6 y NO en cultivos de 
microglía estimulados con LPS (Delgado y cols., 2003). Según estas evidencias, 
podríamos pensar que la alteración de los niveles de neuropéptidos como el PACAP en 
la obesidad, también podría afectar a la activación de las células de microglía. 
 
 El efecto de la leptina podría producirse directamente sobre la microglia, o a 
través de la estimulación de otro tipo celular. En situaciones en las que haya un exceso 
de leptina como ocurre en la obesidad, se promueve la expresión de POMC, que se 
escinde postraduccionalmente en péptidos llamados melanocortinas (Seeley y cols., 
2004; Cone, 2005), entre ellas la α-MSH y la β-MSH (Harmer y cols., 2004; Millington, 
2007). La β-MSH no se produce fisiológicamente en los roedores (Millington y cols., 
2001; Coll.y cols., 2004). Sólo se han visto sus acciones centrales en humanos, aunque 
también se cree que desempeña un papel importante en la inhibición de la ingesta (Lee y 
cols., 2006). La α-MSH, ejerce su acción anorexigénica a través de los receptores de 
melanocortina MC3 y MC4 (MC3-R y MC4-R) (Huszar y cols., 1997; Chen y cols., 
2000; Harrold y cols., 2003). Estos receptores se han encontrado también en el VMN 
(Gantz y cols., 1993; Mountjoy y cols., 1994; Lindblom y cols., 1998), por lo que 
parece que las neuronas POMC del Arc activan a las neuronas del VMN para disminuir 
la ingesta.  
 
 Se ha demostrado que la α-MSH posee efectos antiinflamatorios in vivo e in 
vitro (Catania y Lipton, 1993; Lipton y Catania, 1997) y antipiréticos, reduciendo la 
fiebre y la inflamación en modelos de inflamación aguda, crónica y sistémica  (Lipton y 
cols., 1994; Tian y cols., 2004). Además, la α-MSH tiene efectos sobre la microglía. Se 
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ha descrito la acción antiinflamatoria de las melanocortinas, en células de microglía 
activadas por el LPS e INF-γ. Tanto la α-MSH como la ACTH, redujeron la producción 
de TNF-α, IL-6, y NO2-. Además se observó que las células de microglía en presencia 
de LPS e INF-γ fueron capaces de liberar α-MSH, lo que sugiere una función autocrina 
en estas células (Delgado y cols., 1998). Además, Lindberg y cols., 2005 observaron en 
la línea celular microglial humana CHME3, que la hormona α-MSH producía un 
incremento de la liberación de IL-6 a través de los receptores MC3-R o MC5-R. Así, la 
leptina también podría activar a la microglía a través de la modulación de la producción 
de las melanocortinas. 
 
 Por otro lado, en adición a la hiperleptinemia, la obesidad es concomitante 
frecuentemente con la hiperinsulinemia e hiperglicemia (Kopelman, 2000). Las 
concentraciones elevadas de insulina o glucosa en el plasma producen elevaciones 
significativas de los niveles de  insulina o glucosa en el líquido cefalorraquídeo (CSF) 
(Ono y cols., 1983; Schwartz y cols., 1990).  
 
 Se ha descrito que una concentración elevada de glucosa es capaz de activar a la 
microglía de rata, estimulando la formación de especies de oxígeno reactivo (ROS), que 
lleva a la estimulación del factor nuclear κB (NF-κB) permitiendo la transcripción de 
quimioquinas y citoquinas (Quan y cols., 2007). Además, en un modelo de diabetes 
experimental en ratas, por la administración de estreptozotocina, se ha observado que la 
microglía está activada en el SO, lo cual podría estar relacionado con la 
neurodegeneración diabética (Klein y cols., 2004). La activación de la microglía 
también se la ha relacionado con el comienzo y desarrollo de la neuropatía en la retina 
de ratas diabéticas (Rungger-Brandle y cols., 2000).  
 
 Por lo tanto, la activación de la microglía que hemos observado en el hipotálamo 
tal vez esté respondiendo a algunos de los indicadores del estado energético periféricos 
como la glucosa, la leptina u otras citoquinas, cuyos niveles fluctúan en la obesidad. Por 
lo tanto, la microglía podría participar junto a las neuronas hipotalámicas en la 
integración de la información de los niveles de glucosa sanguíneos y del ambiente 
inflamatorio periférico, mediando indirectamente en la función que el VMN desempeña 
en la respuesta del sistema nervioso autonómico, ya que tanto el simpático como el 
parasimpático, se encuentran alterados con la obesidad (Scheurink y cols., 1996).  
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 En resumen, el fenómeno proinflamatorio en el SNC de las ratas con sobrepeso, 
en particular  en el VMN, el OX, la EM y el cerebelo, puede ser una acción directa o 
indirecta de la leptina o de otras citoquinas proinflamatorias circulantes o liberadas en el 
tejido nervioso. Aunque el mecanismo de este fenómeno no está totalmente esclarecido, 
parece que la leptina está involucrada en él. Nuestros resultados establecen, por lo tanto, 
un enlace importante entre un acontecimiento común, como es la sobrealimentación y la 
generación de un fenómeno inflamatorio microambiental, en varios núcleos anatómicos 
involucrados en el control de las funciones metabólicas.  
 
El sobrepeso y la leptina icv causan variaciones en los niveles de la IL-6 
y del IL-6Rα en el cerebro 
 La expresión constitutiva de citoquinas, aunque a bajos niveles, ha sido 
demostrada en la mayoría de los tipos celulares del cerebro y del eje HPA (Turnbull y 
Rivier, 1999). Las citoquinas en estos tipos celulares suelen mostrar una rápida 
regulación al alza en respuesta a una lesión y a la inflamación. En el tejido nervioso de 
roedores, se ha detectado que la mayor densidad de receptores de citoquinas se 
encuentra en el hipocampo y en el hipotálamo (Vitkovic y cols., 2000). Además, los 
receptores de citoquinas están también ampliamente expresados en las células de la 
hipófisis anterior  (Ray y Melmed, 1997; Turnbull y Rivier,. 1999), reforzando aun más 
su posible papel en el control endocrino. 
 
 La microglía activada es capaz de liberar citoquinas, como la IL-1β, el CTNF, el 
TNF-α, la IL-6 y otros miembros de la familia de citoquinas gp130, como el LIF. Estas 
citoquinas participan en el control neuroendocrino. Por ejemplo, son capaces de 
estimular a las neuronas que producen el factor neuroendocrino de CRH (Berkenbosch y 
cols., 1987; Sapolsky y cols., 1987), lo que conduce a la activación de la hormona 
ACTH y a la liberación de esteroides adrenales (Barbanel y cols., 1990; Rivest y cols., 
1992). La estimulación del eje HPA tiene un gran impacto en la regulación de la 
respuesta inmune, ya que se liberan glucocorticoides antiinflamatorios. De este modo 
las citoquinas pueden antagonizar su propia acción proinflamatoria (Auphan y cols., 
1995; Scheinman y cols., 1995).  
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 La IL-6 y otros miembros de la familia de citoquinas gp130, como el LIF, son 
capaces de inducir proteínas supresoras de la señalización de citoquinas (SOCS-1, 
SOCS-2, SOCS-3) que controlarían la activación del eje HPA inducido por citoquinas 
(Hilton y cols., 1998; Nicholson y Hilton, 1998). De esta forma la IL-6, que desempeña 
un papel relevante en el control metabólico, sería también un mediador de la interacción 
entre el sistema inmune y el endocrino (Wallenius y cols., 2002a, b; Wallenius y cols., 
2003). 
 
 Por otra parte, se sabe que la microglía es capaz de producir IL-6 por la acción 
de otras citoquinas como la IL-1 y el TNFα (Benveniste y cols., 1990; Ivashkiv, 1996; 
Taga y Kishimoto., 1997) o por el efecto de la leptina (Tang y cols, 2007). En la 
obesidad, la acción de la leptina o de elevadas concentraciones de factores 
proinflamatorios periféricos, podrían estar induciendo la activación de la microglía, la 
cual iniciaría la producción de citoquinas involucradas en el control homeostático, como 
por ejemplo, el LIF, el CTNF, la IL-1, el TNF-α o la IL-6, contribuyendo así al 
mecanismo de regulación de la ingesta.  
 
 La función de la IL-6 en la EM podría estar ligada con la modulación de la 
secreción de péptidos neuroendocrinos al sistema hipófiso-portal (Spinedi y cols., 1992; 
Vallières y Rivest, 1999). Se ha sugerido que los efectos neuroendocrinos de la IL-6 
podrían producirse por un incremento en la síntesis de prostaglandinas a nivel de la EM 
(Lyson y McCann, 1992). También, la IL-1β, otra citoquina producida por la microglía 
(Pinteaux y cols., 2007), incrementa la actividad dopaminérgica del hipotálamo medio 
basal para producir sus efectos neuroendocrinos (Abreu y cols., 1994). La 
administración en la EM de IL-1, IL-6 o de TNF-α induce un incremento en la CRH y la 
ACTH y una disminución en la secreción de las hormonas de la hipófisis (Sharp y cols., 
1989; Matta y cols., 1992).  
 
 La IL-6 se expresa constitutivamente en determinadas regiones del SNC, como 
el hipocampo, el hipotálamo y el cerebelo (Schöbitz y cols., 1992 y 1993; Gadient and 
Otten, 1994) y está involucrada en los mecanismos de coordinación metabólica, 
comportamiento y cambios neuroendocrinos no solo durante la enfermedad sino 
también bajo condiciones fisiológicas, desempeñando un papel importante en la 
regulación de la homeostasis energética en roedores (Wallenius y cols., 2002a,b; 
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Wallenius y cols., 2003). Trabajos anteriores han demostrado que los ratones deficientes 
en IL-6 desarrollan obesidad en la edad madura, que es revertida por el 
reemplazamiento con la IL-6 (Wallenius y cols., 2003). Además, la administración de 
IL-6 icv produce un incremento del gasto energético y una pérdida de tejido graso en 
ratas (Wallenius  y cols., 2002b). En humanos se ha encontrado que los niveles de la IL-
6 en el líquido cefalorraquídeo se correlacionan inversamente con la obesidad más 
severa, por lo que es posible que niveles endógenos de IL-6 bajos estén contribuyendo a 
la obesidad en humanos (Stenlöf y cols., 2003).  
 
 Además de la IL-6 sintetizada localmente en el cerebro, la IL-6 periférica 
también puede actuar en el sistema nervioso. En la literatura se ha descrito que las 
citoquinas circulantes de la sangre pueden atravesar la BBB y entrar en el SNC por un 
sistema de transporte saturable (Banks y cols., 1995). La mayor parte de la IL-6 
circulante proviene del tejido adiposo. En la obesidad se produce un incremento de la 
síntesis de adipoquinas, entre ellas la IL-6 (Greenberg y Obin, 2006; Shoelson y cols., 
2006), que permite la señalización de una serie de acontecimientos en cascada en el 
SNC que modulan la respuesta neuronal (Rivest y cols., 2000). Por ejemplo, la IL-6 es 
necesaria para la estimulación prolongada de la actividad neural durante la endotoxemia 
(Vallières y Rivest, 1999) y puede contribuir a la regulación del HPA (Raber y cols, 
1997), estimulando la liberación de ACTH y glucocorticoides, mediante la activación de 
neuronas del PVN, que controlan el HPA (Fukata y cols., 1989, Lyson y McCann, 
1991).  
 Las acciones centrales y periféricas de la IL-6 están mediadas por su receptor de 
membrana, el IL-6Rα, el cual se expresa en núcleos hipotalámicos que regulan el 
metabolismo (Yamasaki y cols., 1988; Schobitz y cols., 1993; Shizuya y cols., 1998). 
La capacidad de modulación del IL-6R puede cambiar bajo diferentes condiciones; en 
este contexto, Saito y cols, en 1992, encontraron que la IL-6 regula al alza su propio 
receptor en pocas horas en el hígado de ratones. Probablemente, las variaciones en la 
IL-6 y su receptor que ocurren en el cerebro sean mecanismos para evitar la acción 
incontrolada de las citoquinas en este órgano (Nesbitt y Fuller, 1992; Zohlnhöfer y 
cols., 1992; Dittrich y cols., 1994).  
 
 Partiendo de las premisas de que la microglía es capaz de producir IL-6 en 
respuesta a un estímulo proinflamatorio o a la leptina, como demostramos aquí, y de 
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que la IL-6 está implicada en el control metabólico, analizamos los niveles de la IL-6 y 
su receptor en las ratas con sobrepeso y en las tratadas con leptina icv, para 
posteriormente analizar la distribución del IL-6Rα. 
 
 Tanto en el hipotálamo como en el cerebelo de las ratas con sobrepeso 
observamos un incremento significativo de los niveles de la IL-6, por lo que parece que 
el aumento de leptina o citoquinas circulantes en la sangre,  generado por el sobrepeso, 
pueda estar actuando en las células productoras de IL-6 del cerebro, entre ellas la 
microglía, que, como hemos comprobado en nuestro trabajo in vitro, se activa, 
sintetizando IL-6 y regulando al alza los niveles del IL-6Rα, en respuesta a leptina. 
 
 El aumento de los niveles de la IL-6 en el hipotálamo podría constituir un 
mecanismo involucrado en la reducción de la ingesta excesiva relacionada con el 
sobrepeso. 
 En el cerebelo, se ha relacionado a la IL-6 con ataxia y alteraciones en la 
fisiología de las neuronas de Purkinje en ratones transgénicos GFAP-IL-6 (Gruol y 
Nelson, 2005). Además, el cerebelo está involucrado en el control de la motivación por 
el alimento  (Ball y cols., 1974; Zhu y cols., 2008). Se ha descrito que la producción de 
la IL-6 interviene como un mecanismo temprano en la alteración de la motivación por el 
alimento en condiciones inflamatorias en ratones (Sakić y cols., 1997). Según estas 
evidencias, la IL-6 en el cerebelo, podría estar involucrada en la motivación por el 
alimento y la regulación del comportamiento alimenticio en las ratas con sobrepeso. 
 
 En cuanto a la respuesta generada ante el tratamiento crónico con la leptina icv, 
observamos una disminución de los niveles totales de la IL-6 y sin embargo, 
observamos un aumento de la proteína total del IL-6Rα. Según estos resultados parece 
que la leptina directa o indirectamente, está mediando la regulación de los niveles de la 
IL-6 y su receptor. Estos resultados están de acuerdo con estudios previos que muestran 
que la leptina (Tartaglia y cols., 1995) y otras citoquinas de la familia de la IL-6 como, 
el CNTF, el LIF, el OSM, la interleuquina-11 (IL-11) y la CT-1 (Baumann y cols., 
1996; Taga y Kishimoto, 1997), son capaces de regular al IL-6R. 
  
 En el cerebro, la expresión de la IL-6 es inducida por otras citoquinas como la 
IL-1 y el TNFα (Benveniste y cols., 1990; Ivashkiv, 1996; Taga y Kishimoto., 1997). La 
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IL-1 es capaz de modular también al LIF en células de Schwann (Carlson y cols., 1996; 
Carlson y Hart, 1996). Estudios recientes han demostrado que la IL-1 y el TNFα pueden 
inhibir la señalización de citoquinas pleiotrópicas tales como la IL-6 y la IL-10. La 
inhibición de la señalización de la IL-6 parece que está mediada por la p38 de la 
subfamilia de proteína quinasas activadas por el estrés, lo que sugiere que tanto 
citoquinas como agentes estresantes (IL-1, TNFα, receptores tipo Toll (TLRs) y 
receptores Fc) pueden modular la señalización de JAK-STAT inducida por citoquinas 
pleiotrópicas como la IL-6 (Ahmed e Ivashkiv, 2000; Ahmed y cols., 2002). Además, se 
ha visto que la leptina es capaz de inducir la producción de citoquinas en distintos tipos 
celulares; IL-6 y TNFα en monocitos circulantes humanos (Santos-Álvarez, 1999), IL-6, 
IL-1 y TNFα en cultivos primarios de microglía (Tang y cols., 2007; Pinteaux y cols., 
2007; Lafrance y cols., 2010). En macrófagos murinos la leptina aumenta la expresión 
de quimoquinas (Kiguchi y cols., 2009) y la administración intravenosa de leptina eleva 
los niveles de ARNm de  IL-6 y de la proteína quimotáctica de monocitos 1 (MCP-1) en 
el tejido adiposo mesentérico de rata (Allman y cols., 2009). Basándonos en estos 
trabajos, podríamos hipotetizar que el tratamiento con la leptina icv está generando una 
respuesta inflamatoria que afecta a la activación microglial y quizá a la de otras células, 
y en la que se pueden estar generando citoquinas, capaces de regular a la baja los 
niveles de la IL-6, y a su vez, modular al alza los niveles de su receptor, lo que 
permitiría la modulación del proceso inflamatorio. 
 
 En este estudio también hemos analizado el efecto de la leptina en el cerebelo, 
donde parece que la respuesta inflamatoria es diferente a la del hipotálamo, y en la que 
no se produjeron cambios en la IL-6, aunque sí encontramos disminuidos los niveles de 
su receptor. La diferencia en la expresión del ObRb podría estar contribuyendo a tales 
diferencias, ya que la expresión del ObRb es mayor en el cerebelo que en el hipotálamo 
(Bjørbæk y cols., 1998; Mercer y cols., 1998). Por lo tanto, la leptina en el cerebelo 
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La distribución del IL-6Rα sufre alteraciones en el cerebro de las ratas 
con sobrepeso 
 Basándonos en el incremento observado en los niveles de la IL-6 y de su 
receptor en el cerebro de las ratas con sobrepeso, decidimos analizar la distribución 
anatómica del IL-6Rα en el hipotálamo y el cerebelo. 
 
 En el estado basal, y coincidiendo con los estudios previamente descritos 
(Schöbitz y cols., 1992 y 1993; Gadient y Otten, 1993 y 1994; Vallières y Rivest, 1997), 
encontramos inmunorreactividad frente al IL-6Rα en algunos CVOs como el MPO y la 
EM y en áreas hipotalámicas como el Sch, el SO, el PVN, el VMN, el DMN, el Pe, el 
Arc, la ZI, el DA y el LH. 
 
 Detectamos en general, una disminución de la intensidad del inmunomarcaje del 
IL-6R en diversas áreas hipotalámicas de las ratas con sobrepeso en comparación con 
las ratas controles. El marcaje frente a IL-6Rα se localizó principalmente en neuronas y 
con menos frecuencia en células de la glía, en el soma celular, con una distribución 
puntiforme, en algunas de las proyecciones y terminales neuronales. En concreto el DA, 
experimentó cambios más evidentes que el resto de regiones, presentando una 
disminución en la densidad neuronal y una distribución diferente comparado con el 
estado basal. Una posible explicación, es que la disminución del número de células que 
presentan el IL-6Rα podría estar relacionado con la función que desempeñan las 
neuronas de DA en el control homeostático. La DA es considerada una subregión del 
DMN (Paxinos y Watson, 1997) y las neuronas del Arc y DMN son las que 
principalmente producen el NPY (Bi y cols., 2003). Este péptido posee diversas 
funciones fisiológicas (Colmers y Wahlestedt, 1993), entre ellas, como se ha 
mencionado arriba, está el control de la ingesta y del peso corporal. De hecho, la 
administración central de NPY causa un fuerte incremento de la ingesta y del peso y si 
se administra crónicamente puede llegar a inducir obesidad (Levine y Morley, 1984; 
Stanley y Leibowitz, 1985; Stanley y cols., 1986; Zarjevski y cols., 1993).  
 
 En varios trabajos realizados en cultivos de neuronas simpáticas, se ha visto que 
el LIF, una citoquina de la familia de la IL-6, producida por la microglía activada y los 
astrocitos (Banner LR. y cols., 1997), es capaz de reducir la expresión del NPY 
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(Zigmond y Sun, 1997; MacPhedran  y Hall, 2001). Sin embargo, también se ha 
observado que en ratas con obesidad inducida, que presentaban niveles elevados del 
ARNm de NPY, AgRP e IL-6 en el Arc y en el PVN, estaban incrementados el MC4R y 
la IL-6 (Stofkova y cols., 2009). Según esto podríamos pensar que los cambios en el IL-
6Rα en las neuronas del DA de los animales con sobrepeso podrían ser consecuencia de 
un aumento  de la producción de IL-6 por la microglía. La IL-6 producida por la 
microglía podría estar mediando la producción de determinados neuropéptidos, como el 
NPY, cuando se altera el control homeostático con el sobrepeso.  
 
 En el VMN y el PVN se produjo una disminución de la intensidad del 
inmunomarcaje para IL-6Rα con el sobrepeso. Estos núcleos hipotalámicos son 
sensibles a citoquinas inflamatorias. Hallazgos previos indican que la estimulación del 
sistema inmune activa grupos de neuronas que proyectan al PVN, postulando que el 
PVN juega un papel importante en la integración de diversas funciones fisiológicas, 
constituyendo el componente cerebral de la respuesta inmune de fase aguda (Elmquist 
and Saper, 1996). Por lo tanto, las citoquinas podrían en parte ejercer sus efectos 
anoréxicos por su acción en las neuronas del PVN. 
 
 En el cerebelo, el sobrepeso provocó un incremento en el número de neuronas de 
Purkinje y de células de glía inmunorreactivas para la IL-6 y el IL-6Rα. En las ratas 
control observamos que las células de Purkinje presentaban una débil 
inmunorreactividad para la IL-6 y prácticamente ausencia del IL-6Rα, y en la sustancia 
blanca no observamos inmunomarcaje frente a la IL-6 pero sí que encontramos células 
inmunorreactivas frente al IL-6Rα. Este aumento en la inmunorreactividad frente a IL-6 
y su receptor coincide con el incremento observado de sus niveles, lo cual parece ser 
consecuencia del ambiente inflamatorio desarrollado con el sobrepeso. No obstante, 
aunque hipotálamo y cerebelo se ven afectados por este influjo inflamatorio, cada 
región responde de forma diferencial, ya que siguen un patrón de inmunorreactividad 
frente al receptor inverso. Esto podría ser debido a que las citoquinas que entran en el 
cerebro se concentran más en regiones con mayor permeabilidad de la BBB, como los 
CVOs (Plotkin y cols., 1996). Por lo tanto, la leptina u otras citoquinas circulantes que 
inducen la producción de IL-6, pueden concentrarse menos en el cerebelo que en el 
hipotálamo, por lo que la regulación del IL-6Rα sería distinta en las dos regiones.  
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 Lo que sí podemos deducir del presente trabajo es que la regulación del IL-6Rα 
es distinta en el hipotálamo y en el cerebelo, además de caracterizarse por una gran 
especificidad anatómica y celular, ya que encontramos diferencias no sólo entre los 
núcleos hipotalámicos, sino entre las células de la glía y las neuronas de Purkinje del 
cerebelo. Tales diferencias podrían estar relacionadas con las diversas funciones que la 
IL-6 desempeña en estas células, en el hipotálamo y en el cerebelo.  
 
El sobrepeso incrementa la densidad de neuronas MCHérgicas/IL-6Rα 
en la ZI 
 La IL-6 y el IL-6Rα, podrían estar involucrados en la regulación de distintos 
neuropéptidos del hipotálamo (Stofkova y cols., 2009). En el presente trabajo nos 
hemos centrado en la MCH, que es un neuropéptido que estimula el incremento del peso 
corporal (Qu y cols., 1996; Rossi y cols., 1997). Se sintetiza predominantemente en 
neuronas localizadas en el LH y la ZI (Skofitsch y cols., 1985; Bittencourt y cols., 
1992). En esta última región es donde, en las ratas con sobrepeso, hallamos un aumento 
de células MCHérgicas que presentaban el IL-6Rα. Las neuronas productoras del MCH 
reciben aferencias de neuronas que integran numerosas señales de la periferia, y que 
informan al cerebro sobre el estado metabólico e inflamatorio del organismo. Su 
actividad está modulada por citoquinas y quimioquinas y por ello se las considera uno 
de los mejores sensores de las alteraciones metabólicas e inflamatorias de la periferia 
inducidas por la anorexia o la obesidad (Guyon y cols., 2009). Las quimioquinas, como 
la CXCL-12 y la CCL-2 podrían jugar un papel importante como intermediarios entre 
las células de glía y las neuronas (Guyon y cols., 2008), reduciendo la actividad 
eléctrica de las neuronas MCHérgicas y provocando la disminución de la liberación de 
MCH, contribuyendo así a la anorexia (Guyon y cols., 2009). En pacientes obesos, la 
CCL-5 contribuye a desencadenar el incremento en la ingesta (Guyon y cols., 2009).  
 
 En estudios anteriores, se ha demostrado que las neuronas MCHérgicas de la ZI 
y del LH expresan el receptor de leptina ObRb, lo cual ha sido relacionado con el papel 
de la leptina en la liberación de la hormona luteinizante, en la maduración sexual y en la 
fertilidad (Hakansson y cols., 1998) y con el control inhibitorio de la leptina sobre la 
función orexigénica de la MCH (Murray y cols., 2000). Según nuestros resultados, la 
IL-6 como citoquina anorética y su receptor podrían estar participando también en dicho 
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control, contribuyendo a la modulación de la actividad de las neuronas MHCérgicas y 
de las funciones neuroendocrinas.  
 
 El hallazgo de que las neuronas MCHérgicas, junto con las del DA y las 
neuronas de Purkinje experimenten variaciones en el IL-6Rα, indica que los cambios en 
los niveles de citoquinas circulantes con el sobrepeso podrían estar afectando a los 
receptores centrales. El resultado de esta acción dependerá de la función fisiológica de 
cada región cerebral.  
 
La leptina modula al ERα en el hipotálamo y el cerebelo 
 Otra cuestión importante a tener en cuenta es la relación entre la leptina y los 
estrógenos, ya que se sabe que ambas hormonas cooperan en la regulación de la 
homeostasis energética en el hipotálamo y en el sistema reproductor (Gao y Horvath, 
2008). Además, los receptores de estrógenos y leptina están localizados en neuronas de 
las áreas en las que se sabe que se coordina el metabolismo y la función gonadal, como 
el Arc, el VMN y el POA (Diano y cols., 1998). 
 
 Los estrógenos ejercen un papel importante en la regulación de la reproducción a 
nivel central, controlando los ciclos hormonales (Hung y cols., 2003). Los estrógenos 
son necesarios para señalizar la liberación de la hormona GnRH que induce a la 
secreción pulsátil de la LH (Herbison, 1998). Por otro lado, los estrógenos regulan el 
apetito y la ingesta afectando a la homeostasis metabólica (Butera y Beikirch, 1989; 
Bonavera y cols., 1994). Las acciones de los estrógenos son mediadas a través de sus 2 
receptores ERα y ERβ (McEwen and Alves, 1999), que se expresan en regiones 
cerebrales implicadas en el balance energético; por ejemplo ERα es abundante en el Arc 
(Shughrue y cols., 1997) y ERβ lo es en el PVN (Orikasa y cols., 2002; Chakraborty y 
cols., 2003). Se ha observado que ratones ob/ob presentaban en el Arc, una 
inmunorreactividad frente al ERα mayor que para el ERβ en comparación con el 
fenotipo normal (Chakraborty y cols., 2008). Además se ha visto que la leptina es capaz 
de modular la producción de esteroides in vivo en el ovario de la oveja (Kendall y cols., 
2004) e in vitro, puede inducir la producción de estrógenos mediante transactivación de 
ERα en la línea de cáncer de mama MCF-7 (Catalano y cols., 2004). Aunque se ha visto 
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que ambos receptores, el ERα y el ERβ, afectan a la fertilidad, el ERα es indispensable 
para la ovulación, lo que sugiere un efecto hipotalámico (DuPont y cols., 2000).  
 
 La leptina está involucrada en el desarrollo de la pubertad tanto en humanos 
como en roedores (Mann y Plant, 2002). Se ha descrito que el tratamiento con leptina 
restaura la liberación de GnRH y la secreción de la LH y el desarrollo pubertal en 
pacientes deficientes en leptina, lo que indica su acción en el control de la reproducción 
a nivel hipotalámico en humanos (Farooqi y cols., 1999). La leptina actúa directamente 
en el hipotálamo de la rata estimulando la secreción de GnRH in vivo (Watanobe, 2002), 
y su administración a ratas prepuberales acelera el comienzo de la función reproductiva 
(Chehab y cols., 1997). La obesidad causada por una deficiencia genética de la 
señalización de la leptina, puede cursar con hipogonadismo hipogonadotrófico, ya que 
se apagan los ciclos de GnRH y LH (Caprio y cols., 2001). Además, en esta clase de 
hipogonadismo y en la infertilidad de ambos sexos, se ha observado que existe una 
deficiencia de la actividad aromatasa en humanos (Simpson, 1998; Bulun, 2000). 
 
 En relación con la respuesta inmune, muchos trabajos describen a los estrógenos 
como potentes antiinflamatorios (Ciesielska, 2003; Czlonkowska y cols., 2007; Vegeto 
y cols, 2008) e inmunorrepresores de la IL-6 (Ray y cols., 1997). Hay estudios que 
demuestran que la expresión de ERα es regulada por cambios inflamatorios (Sierra y 
cols. 2008; Vegeto y cols., 2003). Además, se ha demostrado que las citoquinas TNFα, 
IL-6 e IL-1β, juegan un papel importante en la inhibición del eje reproductivo durante 
cambios inmunes, inhibiendo la secreción de la GnRH y gonadotropina (Gn) 
(Tomaszewska-Zaremba y Herman, 2009). Por ejemplo, en un estudio realizado con 
ratas ovariectomizadas, a las que se les inyectó IL-1β, IL-6 y TNFα icv, se encontraron 
disminuidos los niveles de LH en plasma (Rivier y Vale, 1990). Basándonos en estos 
trabajos y teniendo en cuenta que tanto la leptina como el estradiol, están implicados en 
la función inmune y reproductora, quisimos averiguar si también se estaban modulando 
los niveles ERα y ERβ ante el estímulo de la leptina.  
 
 La administración de leptina indujo un aumento en los niveles del ERα en el 
hipotálamo y una disminución en el cerebelo. En ninguna de las dos regiones cerebrales 
analizadas se vieron alterados los niveles de ERβ. Estos resultados concuerdan con los 
trabajos previamente descritos en la literatura, en los que la acción del estradiol en la 
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función reproductora y metabólica o inmune en el hipotálamo se producía a través del 
ERα. Según estos resultados podríamos hipotetizar que la leptina podría estar regulando 
directamente al ERα. Por lo tanto, parece que la leptina icv podría estar actuando en 
distintas funciones fisiológicas, mediando la regulación de forma diferencial del ERα y 
del IL-6Rα, en el hipotálamo y el cerebelo. 
 
 En resumen, nuestros hallazgos sobre la presencia de células MHC-II 
inmunorreactivas en el hipotálamo de las ratas tratadas con leptina icv, refuerza el papel 
proinflamatorio de la leptina, y su acción directa sobre las células de microglía. La 
leptina parece inducir una respuesta compleja y diferencial en el SNC, en la que sus 
acciones parecen ser moduladas por el ERα y la IL-6Rα y pueden estar involucradas en 
la homeostasis energética, sistema reproductor o respuesta inflamatoria. 
 
2. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VITRO 
 
Efectos del LPS y la leptina en las células BV-2 
 Los experimentos realizados in vitro nos permitieron analizar de una forma más 
directa el efecto de la leptina o el estradiol sobre las células de microglía. Estudios 
previos, han puesto de manifiesto que la leptina es capaz de estimular in vitro a las 
células de  microglía induciendo la producción de la IL-1β y el TNF α (Pinteaux y cols., 
2007) y a las células microgliales de la línea BV-2, activando la producción de la IL-6 
(Tang y cols, 2007). En nuestros experimentos medimos los niveles de COX-2 como 
marcador de la actividad inflamatoria de las células BV-2 (Slepko y cols 1997) en 
respuesta a la leptina y al LPS. El LPS indujo un aumento de los niveles de la COX-2, 
lo que concuerda con trabajos previos en los que se demostró que el LPS es capaz de 
inducir un aumento en los niveles de la COX-2 tanto in vitro, en las células BV-2 
(Slepko y cols 1997) como in vivo, en ratas a las que se les inyectó LPS 
intravenosamente. En este último caso se observó inmunorreactividad frente a la COX-2 
en la microglía perivascular y en los macrófagos de las meninges situados al borde del 
cerebro (Elmquist y cols., 1997b).  
 
 En la inmunidad innata, la leptina es capaz de inducir la producción de la COX-2 
y otros factores involucrados en la regulación de la inflamación en diversos tejidos y 
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tipos celulares (Zarkesh-Esfahani y cols., 2001; Mancuso y cols., 2002; Raso y cols., 
2002; Dixit y cols., 2003). También se ha descrito que la administración icv de leptina 
en ratas induce la COX-2 en células endoteliales hipotalámicas (Inoue y cols., 2006). 
Así pues, la ausencia de un efecto de la leptina sobre la expresión de la COX-2 en las 
células BV-2 en nuestros experimentos, sugiere que pueden existir mecanismos de 
regulación diferentes entre la microglía y otros tipos celulares. En nuestros ensayos in 
vitro tampoco detectamos un efecto de la leptina sobre la proliferación celular en la 
línea BV-2, a pesar de que esta hormona es capaz de inducir un incremento de la 
proliferación de los linfocitos T CD4+ (Lord y cols., 1998) y de los monocitos humanos, 
entre otras células (Santos-Alvarez y cols., 1999).  
 
 El LPS, el cual es capaz de inducir la producción de citoquinas como la IL-6 en 
cultivos primarios de microglía y en la línea tumoral BV-2 (Horvath y cols., 2008), 
incrementó de una forma más potente que la leptina la expresión de la IL-6 en las 
células BV-2. Por el contrario, el LPS no tuvo efectos sobre el receptor de IL-6, a 
diferencia de la leptina que indujo un incremento en el ARNm de la IL-6 y su receptor. 
Estas diferencias nos llevan a pensar que ambos estímulos son capaces de activar a las 
células BV-2, pero la respuesta inflamatoria es diferente. Si consideramos que el LPS 
puede desencadenar una activación en las células más potente que la leptina, como 
hemos constatado con el aumento de los niveles de COX-2, puede que este estado de 
inflamación sea concomitante con determinados mecanismos de control intracelulares 
que se inician para evitar una excesiva respuesta inflamatoria por parte de la microglía, 
donde uno de los sistemas de control autocrino que primero se iniciaría sería la 
disminución del número de receptores de citoquinas de la superficie celular (Lee y cols., 
2002).  
 
 Al estudiar el efecto producido por la combinación de la leptina con el LPS,  
observamos que la leptina no modificó significativamente los niveles de la COX-2 
incrementados por la acción del LPS. No obstante, la combinación de leptina y el LPS 
tuvo como resultado una bajada de la expresión del gen de la IL-6 y del IL-6Rα a 
niveles equiparables a los de la situación basal. Esto nos lleva a plantear la hipótesis de 
que la combinación de ambos factores pueda disparar mecanismos de regulación de la 
respuesta inmune en cuanto a la producción de determinadas citoquinas, como la IL-6. 
Estos mecanismos tienen que ver no sólo con la regulación a nivel del receptor, sino con 
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la activación de SOCS-3 o de otras proteínas supresoras de la señalización de citoquinas 
(Hilton y cols., 1998; Nicholson y Hilton y cols., 1998), e incluso con mecanismos de 
inhibición a nivel de los factores de transcripción involucrados en la señal de 
transducción de la IL-6, como el factor nuclear para el control de la expresión del gen 
de la IL-6 (NF-IL-6) (Akira y cols., 1992), lo que conllevaría a un cambio en la 
respuesta microglial, evitando quizá una respuesta inflamatoria autocrina excesiva para 
las células BV-2. 
 
 Para intentar reforzar la idea de que se está produciendo una regulación de la 
magnitud de la respuesta inflamatoria generado por la acción del LPS o por su 
combinación con la leptina, decidimos analizar los niveles de la SOCS-3 en las células 
BV-2. Las proteínas SOCS son inducibles por numerosos estímulos, entre ellos el LPS y 
la leptina (Pérez y cols., 2004; Qin y cols., 2007), y su función es inhibir la señalización 
a través de la ruta de JAK/STAT (Cooney, 2002). Se ha implicado a la SOCS-3 en la 
resistencia a la leptina en la obesidad por su potente capacidad de inhibición de la 
señalización del ObR (Bjørbaek y cols., 1999; Howard y cols., 2004; Enriori y cols., 
2007). Por otra parte la SOCS-3 es un inhibidor de la vía de señalización JAK/STAT 
(Cooney, 2002) que se ve activada por la leptina (Bjørbaek y cols., 1998).  
  
 Nuestros datos indican que ni la leptina ni el LPS, por separado, en las 
condiciones de nuestro estudio modifican de una manera significativa los niveles de la 
SOCS-3 en las células BV-2. Por el contrario, la combinación del LPS y la leptina 
indujo un aumento significativo de la SOCS-3 en estas células. Por lo tanto, la SOCS-3 
podría ser la responsable de la regulación negativa causada por la combinación de la 
leptina y el LPS sobre los niveles de la IL-6 y de su receptor en las células BV-2. 
 
 En el modelo del tratamiento crónico con leptina icv, observábamos que la 
leptina era capaz de incrementar los niveles del ERα, sin alterar los niveles del ERβ. Sin 
embargo, en las células BV-2 se producía una modulación del ERβ por el efecto de la 
leptina. Estas células no expresan el ERα, pero se sabe que ambos receptores parecen 
tener un solapamiento en la transcripción de determinados genes diana, aunque otros no 
sean comunes (Zhao y cols., 2008), por lo cual es posible que el ERβ pueda estar 
compensando la ausencia del  ERα en las células BV-2.  
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 Se ha observado que la leptina puede actuar como un factor de transactivación 
del ERα a través de la vía de la MAPK, en la línea celular MCF-7 (Catalano y cols., 
2004), es decir que el ERα puede ser transcripcionalmente activado en ausencia del 
estrógeno en un proceso independiente del ligando (Cenni y cols., 1999). Además 
Catalano y cols., observaron que la leptina era capaz de estimular la expresión de la 
enzima aromatasa, a través de MAPK y de la proteína STAT (transductores de señal y 
activadores de la transcripción). Además, en las células BV-2 se ha descrito que se 
puede dar la conversión de la DHEA, por una aromatización de 4-androstenodiona 
(AD), a estradiol y a otros esteroides C-19, y sin embargo, no se produce la 
hidroxilación en C7 de la DHEA como en otros tipos celulares (Jellinck y cols., 2005; 
Jellinck y cols., 2007). Basándonos en estas evidencias, podríamos especular que la 
leptina quizá esté modulando indirectamente los niveles de ERβ en las células BV-2, 
mediante la inducción de la síntesis de estradiol, que podría actuar como un regulador 
autocrino del ERβ. 
 
 El LPS también es capaz de inducir cambios en los ERs. Según Liu y cols. 
(2005), el LPS incrementa los niveles del ARNm y de la proteína del ERβ en cultivos 
primarios de microglía y los niveles del ARNm del ERβ en cultivos primarios de 
astrocitos. En el presente trabajo, hemos observado un claro aumento del nivel del ERβ 
ante el estímulo con LPS en las células BV-2. Además en los experimentos realizados in 
vivo, hemos podido comprobar que el LPS es capaz de regular la inmunorreactividad del 
ERα en la microglía cerebelar de la rata, incrementando el porcentaje de células 
inmunorreactivas para el ERα. 
 
Efectos del LPS y del estradiol en las células BV-2 
 Nuestros resultados en el modelo de inflamación in vivo, en el que observamos 
un efecto antiinflamatorio del estradiol y otros compuestos estrogénicos en el cerebelo 
de animales tratados con LPS, concuerdan con estudios previos en los que se analizaba 
el papel del estradiol en la respuesta inflamatoria de la microglía in vitro. Estos estudios 
han puesto en evidencia que el estradiol es capaz de prevenir la respuesta inflamatoria 
inducida por el LPS en cultivos de microglía (Vegeto y cols., 2001) y en las células BV-
2 (Baker y cols., 2004). Por el contrario, en el presente trabajo no conseguimos observar 
un efecto antiinflamatorio del estradiol en las células BV-2. Únicamente la dosis de 
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estradiol de 10-10 M consiguió reducir parcialmente la respuesta inflamatoria inducida 
por el LPS, pero los niveles de COX-2 seguían siendo muy elevados con respecto al 
estado basal de las células. La diferencia con el trabajo realizado por Baker y cols., en 
2004, podría radicar en el procedimiento experimental, ya que el autor de este trabajo 
realiza un pretratamiento con estradiol, planteando dos protocolos distintos de 
estimulación, 1) añadiendo el estradiol 1 hora y retirándolo antes de tratar las células 
con el LPS durante 16 horas y 2) incorporando el estradiol durante 1 hora previo a la 
estimulación con el LPS y manteniendo ambos tratamientos durante 16 horas. En 
nuestro protocolo experimental, el tiempo de estimulación de las células con el 
tratamiento hormonal y el LPS, fue de 24 horas y además no realizamos ningún 
tratamiento previo con estradiol ya que estimulamos a las BV-2 con el estradiol y el 
LPS simultáneamente. Por lo tanto, es posible que el estradiol pueda prevenir la 
inflamación, pero no sea capaz de revertirla.  
 
 Respecto al papel del estradiol sobre la proliferación celular, numerosos trabajos 
en la literatura estudian esta acción hormonal en distintos tipos celulares. Una de las 
teorías que hace referencia a los mecanismos de formación de tumores es que los 
estrógenos causan proliferación celular (Russo y Russo, 1998; Yager y Davidson. 
2006). Además, el estradiol in vivo, es capaz de regular la proliferación y supervivencia 
de nuevas neuronas en la capa granular del giro dentado del hipocampo (Ormerod y 
Galea, 2001; Fester y cols., 2006). Por el contrario, el estradiol regula a la baja la 
proliferación astroglial y la activación de los astrocitos en una lesión cerebral penetrante 
(Barreto y cols., 2007; Garcia-Estrada y cols., 1993, 999) y en un proceso de 
neurodegeneración inducido por excitotoxicidad (Ciriza y cols., 2004). También se ha 
descrito que el estradiol puede regular la proliferación y maduración de los progenitores 
de oligodendrocitos, in vitro (Okada y cols., 2008) e inhibir la proliferación celular en 
cultivos de microglía (Ganter y cols., 1992). Sin embargo, en los experimentos 
realizados con las células BV-2, no detectamos ningún efecto del estradiol sobre la 
proliferación celular, observando de nuevo un efecto diferencial en la línea BV-2 en 
comparación a otros tipos celulares.   
 
 A pesar de no encontrar un efecto significativo en la reducción de COX-2, ni 
hallar cambios en la proliferación celular, encontramos  que en las células BV-2 se 
produjo un incremento de la expresión del gen de la IL-6 y de IL-6Rα por la acción del 
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estradiol comparado con la situación basal, aunque de menor magnitud que la 
provocada por el LPS. Por el contrario, el estradiol en combinación con el LPS reguló a 
la baja la expresión del gen de IL-6 y los niveles de su receptor. Estos resultados 
sugieren que en determinados tipos celulares y en determinadas circunstancias el 
estradiol puede tener de por sí un moderado efecto proinflamatorio, aunque ejerza un 
efecto contrario en condiciones de inflamación. Estos resultados distan totalmente de la 
acción del estradiol en otra línea de microglía de ratón, la N9, donde el estradiol no 
induce a la IL-6 y en combinación con el LPS tampoco es capaz de modular a la 
citoquina (Suuronen y cols., 2005). La inducción de la IL-6 por parte del estradiol en las 
células BV-2 en condiciones basales podría formar parte de un mecanismo de acción no 
vinculado a una respuesta inflamatoria y que estaría más bien relacionado con la 
participación de la hormona en el control del crecimiento, diferenciación y 
supervivencia celular (Gadient y Otten, 1997). Por ejemplo, Bengtsson y cols., en 2004, 
observaron que el estradiol era capaz de incrementar la producción de IL-6 y otras 
quimoquinas en cultivos de células dendríticas derivadas de monocitos humanos, 
potenciando de esta manera la capacidad de migración de estas células. También se ha 
detectado que la progesterona induce la diferenciación de las células “natural killer” 
uterinas a través de un aumento en la expresión de moléculas proinflamatorias como la 
óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y el TNF-α (Hunt y cols., 1977). En células 
epiteliales endometriales primarias inmortalizadas de origen humano, se ha descubierto 
que las citoquinas IL-6, LIF e IL-11 y sus receptores son relevantes para la implantación 
embriónica, y que el estradiol produce una regulación al alza de la IL-6, y junto con la 
progesterona, también del IL-6α (Hombach-Klonisch y cols., 2005). El estradiol 
también parece aumentar la proliferación en las líneas celulares humanas OVCAR-3 y 
CAOV-3 de cáncer de ovario en parte por la inducción de expresión de la IL-6 y la IL-8 
y de sus receptores, IL-6Rα, gp130 e IL-8R (Yang y cols., 2009). Aunque nosotros no 
detectamos variaciones en la proliferación celular, sí que observamos un ligero cambio 
en el fenotipo de las células que fueron incubadas con el estradiol, encontrando una 
densidad  mayor de células que presentaban prolongaciones citoplasmáticas (resultados 
no mostrados). En este sentido cabe mencionar que la IL-6 influye en la elongación y 
ramificación dendrítica de las neuronas hipocampales (Kim y Diamond, 2002; Sarder y 
cols., 1996).  
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 El efecto antiinflamatorio del estradiol en presencia de LPS en las células BV-2 
concuerda con los efectos antiinflamatorios de la hormona detectados en otras células, 
como en astrocitos estimulados con LPS (Cerciat y cols., 2010), en una línea de 
osteoblastos (U2-OS) y en células estromales de médula ósea activas por IL-1β (Stein y 
Yang, 1995) y en una línea celular de endocarcinoma endometrial Ishikawa bajo la 
acción de un éster de forbol (Ray y cols., 1997). Finalmente, es posible que el efecto del 
estradiol en las células BV-2 difiera respecto de su efecto en otros tipos celulares por el 
hecho ya mencionado de que las células BV-2 no expresan el ERα. En este sentido es 
interesante que tanto en presencia como en ausencia de LPS el estradiol incremente los 
niveles de expresión del ERβ en las células BV-2. Es posible que el ERβ, en un 
ambiente no inflamatorio pueda aumentar la expresión de IL-6, mientras que en el 
ambiente proinflamatorio causado por el LPS, pueda reprimir dicha expresión. 
 
3. MODELO DE INFLAMACIÓN IN VIVO  
 
Efecto del LPS sobre el peso corporal y los niveles de leptina 
 La administración sistémica del LPS, produce inflamación periférica, lo cual 
induce anorexia y provoca una disminución del peso corporal (Sachot y cols., 2004; 
Gautron y cols., 2005) mediante cambios en el comportamiento alimenticio y una 
disminución del número de comidas (Porter y cols., 1998).   
 
 La ovariectomía produce un aumento del peso corporal, una disminución en los 
niveles del ARNm de leptina en el tejido adiposo y una disminución de los niveles de 
leptina en plasma. Estos efectos de la ovariectomía se revierten con la administración de 
estradiol (Brann y cols., 1999; Machinal y cols., 1999; Shimizu y cols., 1997; Chu y 
cols., 1999; Alonso y cols., 2007). Esto puede ser debido a que el estradiol podría estar 
regulando los niveles de leptina en plasma por una acción directa sobre el gen de la 
leptina en el adipocito (Machinal y cols., 1999). Por otra parte, el estradiol podría 
incrementar los ObRb en el hipotálamo y en el tejido adiposo (Rocha y cols., 2004; 
Alonso y cols., 2007). Nuestros hallazgos han puesto en evidencia la pérdida de peso en 
las hembras tratadas con LPS después de una semana de ovariectomía. Estos resultados 
concuerdan con estudios previos que han demostrado que el LPS sistémico induce 
desensibilización a las respuestas del eje HPA e hipofagia (Grinevich y cols., 2001; 
Borges y cols., 2007). La anorexia inducida por el LPS es mediada por la síntesis de 
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citoquinas, especialmente por la IL-1β, la IL-6 y el TNFα sintetizados por monocitos y 
macrófagos (Johnson, 1998; Wisse, 2006; Von Meyenbrg y cols., 2003). Así, 
inyecciones periféricas y centrales de la IL-1β o del TNF-α suprimen el consumo de 
comida (Mahony y Tisdale, 1998; Plata-Salamán y cols., 1996). Por otra parte, la IL-6 
media en la anorexia inducida por el LPS (Kozak y cols., 1997; Guijarro y cols., 2006). 
Además la administración de la IL-6 por vía icv estimula el gasto energético (Rothwell 
y cols., 1991; Wallenius y cols., 2002a) y disminuye el peso del panículo adiposo 
retroperitoneal y mesentérico y los niveles de leptina circulante (Wallenius y cols., 
2002b). También en ratones portadores de tumores que secretan la IL-6 se ha observado 
una reducción de la grasa corporal (Metzger y cols., 2001). En el presente estudio 
observamos que las ratas que experimentaron pérdida de peso corporal presentaban 
unos niveles de leptina sistémicos bajos. Hay estudios que demuestran lo contrario, que 
el LPS realza los niveles de leptina en plasma (Sarraf y cols., 1997; Mastronardi y cols., 
2005) sugiriendo un papel participativo de la leptina en la anorexia inducida por una 
endotoxina. Además, Sachot y cols., 2004, encontraron que animales pretratados con un 
anticuerpo bloqueante de leptina no mostraban anorexia ni pérdida de peso tras la 
administración de LPS. Sin embargo, hay estudios en los que no se observa un 
incremento de leptina (Gautron y cols., 2005) o se observa una disminución 
dependiendo de si se inyecta LPS en una única dosis o se realiza un tratamiento crónico. 
Por ejemplo, en un estudio realizado por Borges y cols., 2007, una sola dosis de LPS 
redujo la ingesta y la ganancia de peso, pero no indujo cambios en los niveles de 
leptina. Sin embargo, varias dosis de LPS provocaron un descenso de la leptinemia 
acompañado de una ganancia de peso y una mayor ingesta, en comparación con una 
única dosis de LPS. Los autores relacionaron el descenso de los niveles de leptina en 
plasma con su contribución a la desensibilización del efecto anorexigénico resultante 
del tratamiento repetido con la endotoxina. En nuestro modelo experimental, en el que 
administramos dos inyecciones de LPS en una semana, observamos un descenso en la 
leptinemia. Esto puede deberse al control ejercido por los mediadores inflamatorios, 
además de los hormonales, sobre los niveles de leptina (Lam y Lu, 2007). De hecho, 
aunque las citoquinas pueden estimular la liberación de leptina a la circulación, una 
larga exposición a citoquinas durante una inflamación crónica, puede reducir las 
concentraciones de leptina en plasma (Popa y cols., 2005). Por ejemplo, Unno y cols., 
2006 han demostrado que el óxido nítrico media la regulación a la baja de la leptina y el 
interferón-γ en adipocitos, después de una exposición prolongada al LPS.  
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Modulación de la IL-6 y el IL-6Rα en el cerebelo 
 La deficiencia de estrógenos, como consecuencia de la ovariectomía, de la 
menopausia o de otras causas, eleva los niveles de citoquinas proinflamatorias en la 
sangre, la médula ósea y los monocitos (Manolagas y Jilka, 1995; Pacifici, 1996,1998; 
Cheleuitte y cols., 1998; Rodan y Martin, 2000; Zeitlin y cols., 2003). En particular, se 
ha considerado a los estrógenos potentes represores de la IL-6 (Ray y cols., 1997). De 
hecho, la ovariectomía, aumenta la producción de la IL-6 en los osteoblastos y células 
estromales de la médula ósea (Jilka y cols., 1992;  Girasole y cols., 1992; Passeri y 
cols., 1993). Por lo tanto, la interrupción del control homeostático de la IL-6 en mujeres 
postmenopáusicas podría precipitar la osteoporosis, tal y como sugieren experimentos 
realizados en modelos animales (Jilka y cols., 1992). 
 
 Para esclarecer el estado inflamatorio en las ratas tratadas con LPS después de 1 
semana de ovariectomía y en las ratas tratadas con los compuestos estrogénicos o una 
combinación de ambos factores, analizamos la inmunoexpresión de la IL-6 y del IL6-Rα 
en el cerebelo, dado que es un área cerebral especialmente sensible al LPS (Vorbrodt y 
cols., 2005) y tiene una elevada población de microglía residente (Savchenko y cols., 
2000), además de desempeñar un papel relevante en la integración somática-visceral del 
control de la ingesta y motivación por el alimento, como hemos mencionado 
anteriormente (Zhu y cols., 2008).  
 
 Estudios realizados en roedores, demuestran que la IL-6 y el IL-6Rα se expresan 
en el cerebelo. La mayoría de los tipos celulares cerebelares, incluyendo las neuronas de 
Purkinje, granulares, interneuronas inhibitorias, células de la glía de Bergmann y células 
gliales, excepto los oligodendrocitos, expresan el ARNm de IL-6Rα y gp130 o la 
proteína (Sawada y cols., 1993; Schöbitz y cols., 1993; Nelson y cols., 1999; Ha y 
King., 2000). La expresión de la IL-6 y el IL-6Rα en condiciones basales por las células 
cerebelares sugiere que esta citoquina juega un papel en la regulación de la función 
cerebelar por una acción paracrina o autocrina (Gadient y cols., 1994). 
 En nuestro modelo de inflamación in vivo encontramos células inmunorreactivas 
frente a la IL-6 en la sustancia blanca, en las capas molecular y granular y en las 
neuronas de Purkinje. Observamos que las ratas control ovariectomizadas presentaban 
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en general, mayor densidad de células inmunorreactivas frente a la IL-6 y el IL-6Rα que 
las ratas tratadas posteriormente con los SERMs. Curiosamente, el raloxifeno fue capaz 
de reducir las células inmunorreactivas frente a la IL-6 tanto en la sustancia blanca 
como en la sustancia gris, y sin embargo tuvo un efecto diferencial en cuanto a la 
inmunoexpresión del IL6-Rα, ya que fue capaz de reducir el número de neuronas de 
Purkinje inmunorreactivas para el IL6-Rα, no siendo así en la sustancia blanca. Parece 
que el raloxifeno induce una modulación de la respuesta inflamatoria diferente en las 
células de la sustancia blanca. Además cuando analizamos las células inmunorreactivas 
para MHC-II en este mismo tejido observamos que el raloxifeno tenía por sí mismo un 
moderado efecto proinflamatorio en la sustancia blanca, a diferencia de las ratas tratadas 
con estradiol o tamoxifeno. En las ratas control de una semana de ovariectomía, pese a 
la alta densidad de células inmunorreactivas para IL-6 y el IL-6Rα, no encontramos 
astroglía reactiva, y apenas algunas células inmunorreactivas frente a MHC-II, por lo 
que los altos niveles de la IL-6 como consecuencia de la ovariectomía, parece que no 
ejercen un efecto inflamatorio en las células de la glía. 
 
 En las ratas tratadas con LPS las células IL-6 inmunorreactivas en la sustancia 
blanca y en la capa de células de Purkinje fueron abundantes, y también detectamos una 
gran densidad de células de microglía inmunorreactivas. El LPS produjo un efecto 
diferencial sobre el IL-6Rα en la sustancia blanca y la sustancia gris. Al igual que en las 
ratas control, las neuronas de Purkinje inmunorreactivas para el IL-6Rα seguían siendo 
igualmente abundantes. Por el contrario, las células de la sustancia blanca se 
comportaron de distinta forma, ya que apenas encontramos células inmunorreactivas 
frente al  IL-6Rα.  
 Esta modulación diferencial del IL-6Rα, podría estar relacionada con el 
aclaramiento de la IL-6 y las diferentes funciones que desempeñan las neuronas de 
Purkinje y las células de la glía.  
 
 El papel de la IL-6 en el cerebelo se ha analizado mediante el uso de ratones 
transgénicos. Así, los ratones transgénicos para la IL-6 muestran signos de disfunción 
cerebelar tales como la ataxia, debido en parte a alteraciones de las propiedades 
electrofisiológicas de las neuronas de Purkinje y también a cambios en la señalización y 
la homeostasis intracelular del Ca2+ (Gruol y Nelson, 2005; Quintana y cols., 2009).  
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 Las células de glía están más involucradas en la modulación de la respuesta 
inmune local (Fattori y cols., 1995) si las condiciones llegan a inducir un ambiente muy 
inflamatorio, como quizá esté ocurriendo en las ratas tratadas con LPS, las células de la 
glía podrían estar ejerciendo un control que regulara a nivel del receptor una respuesta 
inflamatoria exacerbada. Además, como anteriormente hemos detallado, el complejo IL-
6/ IL-6Rα se internaliza después de la unión a la membrana y la activación de gp130. Es 
posible que el aclaramiento de la IL-6 y los niveles de la IL-6 in vivo, sean 
determinados por un equilibrio entre la retención y la internalización del complejo IL-6/ 
IL-6Rα.  
 
 En este estudio no observamos un efecto diferente sobre la inmunorreactividad 
de las células de Purkinje frente a la IL-6 cuando combinamos el estradiol, tamoxifeno o 
raloxifeno con el LPS, sin embargo se apreciaron menos células inmunorreactivas para 
la IL-6 y una menor densidad de microglía reactiva, en la sustancia blanca. 
 
 En cuanto al IL-6Rα, los 3 compuestos estrogénicos fueron capaces de reducir 
significativamente el número de células de Purkinje inmunorreactivas. En la sustancia 
blanca encontramos un leve marcaje de células inmunorreactivas frente a IL-6Rα 
comparado con la situación basal. En el caso de las ratas tratadas con raloxifeno y LPS, 
encontramos menos células que cuando administramos el raloxifeno sólo. Además al 
analizar el número de células MHC-II inmunorreactivas observamos que el raloxifeno 
consiguió revertir el efecto proinflamatorio del LPS, encontrando menos células 
inmunorreactivas para MHC-II que en las ratas tratadas con sólo raloxifeno. De nuevo, 
observamos que la regulación del receptor en las células de Purkinje y las células de glía 
de la sustancia blanca es diferente, y que en las células de glía parece que los 
compuestos estrogénicos junto con el LPS pueden tener un efecto diferente a cuando 
son administrados solos, como es el caso del raloxifeno. Probablemente, se esté 
produciendo un control de la respuesta inflamatoria más potente debido a la acción 
antiinflamatoria de los compuestos estrogénicos.  
 
 En resumen, la ovariectomía y la acción proinflamatoria del LPS modulan la 
densidad de células inmunorreactivas para IL-6 y el IL-6Rα, tanto en las células de glía 
de la sustancia blanca como en las neuronas de Purkinje, que estarían desempeñando 
funciones diferentes, y por lo tanto sufren regulaciones distintas ante el LPS. Con la 
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adición de estradiol, tamoxifeno o raloxifeno parece que se establece un control de la 
IL-6 y su receptor, produciéndose una disminución del inmunomarcaje frente a IL-6 y el 
IL-6Rα en las neuronas de Purkinje.  
Los SERMs actúan de forma distinta en la sustancia blanca, ya que el raloxifeno 
incrementa claramente la densidad de células inmunorreactivas para el IL-6Rα. 
 
La modulación de la activación microglial en el cerebelo 
 La inflamación en el sistema nervioso central es regulada por células de la glía 
residentes y células inmunes infiltradas (Ladeby y cols., 2005; Pekny y Nilsson, 2005). 
La administración sistémica de LPS se describió previamente, como un método eficaz 
para inducir la activación de la microglía en el cerebro de la rata (Buttini y cols., 1996; 
Ng y Ling, 1997; Semmler y cols. 2005; Qin y cols., 2007; Sierra y cols., 2007). 
 
 De acuerdo con esto, detectamos un acusado incremento en el número de células 
inmunorreactivas frente a MHC-II en el cerebro tras la administración sistémica de LPS. 
Las células MHC-II inmunorreactivas fueron particularmente abundantes en los tractos 
de sustancia blanca y por lo tanto seleccionamos la sustancia central del cerebelo como 
objeto de estudio. La morfología de las células inmunorreactivas para MHC-II, con 
somas agrandados y con procesos finos y retraídos, correspondía con el típico fenotipo 
de microglía activada (Ladeby y cols., 2005). En algunas secciones de cada grupo 
experimental, empleamos un marcador de inflamación adicional, el anticuerpo frente al 
enzima lisosomal de rata (anti-CD68; ED1), un marcador fagocítico fidedigno que 
detecta microglía fagocítica (Graeber y cols., 1990; Bauer y cols., 1994). Se obtuvieron 
resultados cualitativos similares con ambos anticuerpos, MHC-II y ED-1. 
 
 En el presente trabajo hemos encontrado que el estradiol disminuye la activación 
microglial después de la administración sistémica de LPS. El efecto del estradiol se 
observó en ratas hembra ovariectomizadas y en ratas macho intactos, indicando que la 
hormona podría participar también en los efectos antiinflamatorios en el cerebro de las 
ratas macho. Estudios previos han mostrado que la activación de la microglía y la 
expresión génica se ven afectadas por el estradiol ovárico. Ensayos realizados en 
cultivos de microglía han demostrado que el estradiol inhibe la expresión de la enzima 
oxido nítrico sintetasa y de otros mediadores inflamatorios en respuesta a LPS y a 
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citoquinas proinflamatorias (Bruce-Keller y cols., 2000, 2001; Drew y Chavis, 2000; 
Vegeto y cols., 2001; Baker y cols., 2004; Dimayuga y cols., 2005). Estudios in vivo 
han demostrado que el estradiol reduce la reactividad microglial y la expresión de 
citoquinas y quimoquinas inducidas por una inyección aguda intracerebroventricular en 
ratones hembra (Vegeto y cols., 2001, 2003, 2006). El estradiol es también efectivo en 
la reducción del estado de activación microglial crónico alrededor de las placas β-
amiloides en el cerebro de ratones hembra APP23, un modelo de enfermedad de 
Alzheimer (Vegeto y cols., 2006) y reduce la activación de la microglía después de una 
lesión penetrante en el hipocampo (Barreto y cols., 2007).  
 
 Nuestros hallazgos indican también que los SERMs empleados actualmente con 
un objetivo terapéutico en humanos, como el tamoxifeno y el raloxifeno, en un rango de 
dosis empleado en la práctica clínica (Bernstein y cols., 1999; Palacios y cols., 2004; 
Stovall y cols., 2007), son capaces de reducir la activación microglial en el sistema 
nervioso central tras la administración de LPS en machos y hembras. Estudios previos 
han demostrado que el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyen la respuesta inflamatoria 
de las células de microglía inducida por el LPS, in vitro (Suuronen y cols., 2005) y que 
el raloxifeno disminuye el número de células de microglía en el cerebro de animales 
viejos (Lei y cols., 2003). También se ha demostrado que el tamoxifeno es capaz de 
reducir el daño cerebral en ratas tras una isquemia, in vivo (Kimelberg y cols., 2003; 
Mehta y cols., 2003; Feng y cols., 2004; Zhang y cols., 2005) y que tanto el tamoxifeno 
como el raloxifeno previenen la perdida neuronal inducida por excitotoxicidad en el 
hipocampo de ratas inyectadas con ácido kaínico (Ciriza y cols., 2004). Además, estos 
SERMs ejercen efectos neuroprotectores en diferentes modelos in vitro (Du y cols., 
2004; Benvenuti y cols., 2005; Biewenga y cols., 2005). Aunque los estudios in vitro 
indican que el tamoxifeno y el raloxifeno pueden tener efectos neuroprotectores directos 
en las neuronas (Du y cols., 2004; Benvenuti y cols., 2005; Biewenga y cols., 2005), 
nuestros resultados sugieren que ambos SERMs también podrían ejercer en parte, sus 
efectos neuroprotectores in vivo, mediante la regulación de la activación microglial. 
 
 Aunque la respuesta de la microglía al estradiol y los SERMs fue, en general, 
similar entre hembras tratados 1 semana y 1 mes tras la ovariectomía y machos, 
detectamos algunas diferencias interesantes. Por ejemplo, las dosis de estradiol efectivas 
para la disminución de la reactividad microglial no fueron las mismas en machos que en 
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hembras. Además, por si mismo, el raloxifeno tuvo una moderada acción 
proinflamatoria en hembras pero no en machos. Estas diferencias sugieren que el 
diferente estado endocrino entre machos y hembras puede afectar a la respuesta 
inflamatoria. Las diferencias podrían también reflejar un dimorfismo sexual en la 
respuesta de la microglía a ligandos estrogénicos. Además, en las ratas tratadas 1 
semana tras la ovariectomía, el efecto antiinflamatorio del tamoxifeno fue detectado con 
todas las dosis ensayadas, mientras que el raloxifeno perdió sus efectos 
antiinflamatorios a la dosis más alta (2 mg/Kg). Similarmente, un estudio previo 
realizado in vivo, en el que se examina el efecto neuroprotector de estos dos SERMs, a 
dosis similares, mostró que el tamoxifeno tuvo un efecto neuroprotector en todas las 
dosis ensayadas, mientras que el raloxifeno perdió su potencia neuroprotectora a la 
dosis de 2 mg/kg (Ciriza y cols., 2004). Además, el  tamoxifeno parece tener un perfil 
antiinflamatorio mejor que el raloxifeno en el cerebro. Por otra parte, la acción 
proinflamatoria moderada del raloxifeno en el cerebro de las ratas hembra que no fueron 
tratadas con el LPS sugiere que algunos compuestos estrogénicos pueden tener un 
impacto negativo en el cerebro sano, aunque sean capaces de disminuir la inflamación 
cerebral bajo condiciones patológicas. Esta posibilidad, merece ser explorada en detalle, 
y podría ser altamente relevante para la terapia humana y para la interpretación de la 
consecuencia neurológica de ensayos clínicos aleatorios en los que los compuestos 
estrogénicos son administrados a mujeres con postmenopausia asintomática. 
 
 Nuestros resultados son complementarios a los de estudios previos in vivo, en los 
que se ha demostrado que el estradiol reduce la activación de la microglía después de 
una inflamación local cerebral (Vegeto y cols., 2001, 2003, 2006). En nuestro estudio, 
la activación de la microglía fue probablemente secundaria a la inflamación periférica 
ya que hay un paso reducido de LPS periférico a través de la BBB (Nadeau y Rivest, 
1999). Las citoquinas proinflamatorias sistémicas, tales como el TNF-α, son críticas 
para la transferencia de la inflamación periférica inducida por el LPS al sistema 
nervioso central (Qin y cols., 2007). Estas citoquinas proinflamatorias atraviesan la 
BBB y activan a las células de microglía y a la astroglía para producir más mediadores 
inflamatorios (Laye y cols., 1994, Pitossi y cols., 1997, Eriksson y cols., 2000, 
Combrinck y cols., 2002, Choi y cols., 2003, Zuurman y cols., 2003, Sierra y cols., 
2007), lo que finalmente causará una inflamación crónica en el sistema nervioso central 
y una neurodegeneración progresiva (Perry y cols., 2003, Cunningham y cols., 2005, 
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Semmler y cols., 2005, Qin y cols., 2007). Por otra parte, los compuestos estrogénicos 
también pueden atravesar la BBB y actuar directamente en el cerebelo para reducir el 
efecto inflamatorio de las citoquinas periféricas ya que el estradiol es capaz de reducir la 
activación inflamatoria en cultivos primarios de microglía y en líneas celulares de 
microglía que expresan ERs (Bruce-Keller y cols. 2000, 2001, Drew y Chavis, 2000, 
Vegeto y cols., 2001, Baker y cols., 2004, Dimayuga y cols., 2005). 
 
 En diversos estudios se ha detectado la expresión del ERβ en la microglía del 
hipocampo de monos después de una isquemia cerebral (Takahashi y cols., 2004) y la 
expresión del ERα en microglía aislada del cerebro de ratones adultos (Sierra y cols., 
2008). Nuestros resultados sugieren que las células de microglía en el cerebelo de la 
rata, in vivo, expresan el ERα pero aparentemente no expresan el ERβ, aunque no se 
puede excluir que el ERβ se exprese en la microglía cerebelar a niveles demasiado bajos 
para ser detectados por las técnicas de inmunohistoquímica. La localización puntiforme 
de la inmunorreactividad frente a ERα en los procesos celulares y en el pericarion de las 
células microgliales concuerda con estudios previos de inmunodetección por 
microscopía electrónica del ERα en el hipocampo de ratón  (Sierra y cols., 2008) y es 
comparable con los mecanismos de acción no clásicos del ER a través de acciones en la 
membrana y el citoplasma (Beyer y cols., 2003, Kelly y cols., 2005, Marin y cols., 
2005, Suuronen y cols., 2005). Con respecto a esto, resulta interesante que en los 
macrófagos, el estradiol ejerza un efecto antiinflamatorio por un mecanismo de 
activación no clásico, que involucra a la activación de la PI3K, que a su vez es mediado 
por el ERα, y no por el ERβ (Ghisletti y cols., 2005). 
 
 Además, acciones centrales antiinflamatorias del estradiol tras una inyección 
intracerebral de LPS se pierden en los ratones ERαKO (Vegeto y cols., 2003), 
sugiriendo que el ERα que se expresa en cerebro está involucrado en el efecto 
estrogénico. Sierra y cols. (2008) han detectado recientemente una disminución en los 
niveles del ARNm de ERα en la microglía aislada del cerebro de ratones tratados con 
LPS, indicando que la expresión del ERα en la microglía es regulada por cambios 
inflamatorios. De acuerdo con esto, nosotros hemos encontrado que el LPS regula la 
inmunorreactividad de ERα en la microglía cerebelar de la rata. Sin embargo, en nuestro 
estudio, hemos detectado un incremento en el porcentaje de células inmunorreactivas 
para ERα, mientras que Sierra y cols. (2008) detectaron una disminución de los niveles 
Discusión 
 - 156 -
de ARNm en la microglía. Entre alguna de las posibles causas que pudieran explicar la 
aparente discrepancia, estaría la diferencia en el curso temporal del análisis después de 
la exposición al LPS, tratándose de horas en el caso del estudio de Sierra y cols., (2008) 
y de días en nuestro estudio. Debemos de tener en cuenta también, que aunque el 
número de células que están inmunoexpresando el ERα está incrementado, el nivel por 
célula puede ser menor o incluso no variar.  
 
 Nuestros resultados también sugieren que la duración de la privación hormonal 
puede afectar a la acción del LPS sobre la inmunorreactividad frente al  ERα y que 
algunos compuestos estrogénicos, tales como el 17β-estradiol y el tamoxifeno son 
capaces de regular el marcaje para el ERα en el pericarion de las células microgliales. 
Este efecto podría estar mediado por cambios en la expresión y/o en la localización 
intracelular del ERα en la microglía. Además, el 17β-estradiol contrarresta el efecto del 
LPS en la distribución de la inmunorreactividad frente a ERα en la microglía. Estos 
resultados sugieren que el ERα está involucrado en la respuesta de la microglía al LPS y 
a los compuestos estrogénicos. Por lo tanto, al menos una parte de los efectos 
antiinflamatorios de los compuestos estrogénicos en el cerebro podría ejercerse por un 
efecto directo sobre las células microgliales que expresan el ERα. Por otra parte, los 
compuestos estrogénicos podrían actuar sobre los ERs expresados en otras células 
cerebelares tales como las neuronas de Purkinje, que como se ha demostrado, en nuestro 
estudio y en trabajos previos, expresan el ERβ (Shughrue y cols., 1997, Price y Handa, 
2000). Los axones de las neuronas de Purkinje atraviesan la sustancia blanca central del 
cerebelo, y es perfectamente concebible su interacción funcional con la microglía en 
esta localización. También los axones aferentes que llegan al cerebelo de neuronas que 
expresan ERs podrían transmitir indirectamente señales estrogénicas a la microglía. 
 
 Realizamos experimentos con los agonistas del ERα (PPT) y el ERβ (DPN) para 
intentar esclarecer si realmente el efecto del estradiol y los compuestos estrogénicos, 
podría estar mediado sólo por el ERα o por el contrario el ERβ estaría también 
participando en la acción antiinflamatoria. Nuestros resultados indican que estos dos 
agonistas son capaces de reducir la activación microglial en el sistema nervioso central 
tras la administración de LPS en las hembras tratadas con LPS 1 semana después de la 
ovariectomía, sin embargo el efecto parece estar mediado predominantemente por el 
ERα, ya que el DPN es capaz de contrarrestar los efectos del LPS únicamente a una 
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dosis muy elevada. Una posible explicación sea que quizá, se esté perdiendo la 
especificidad del receptor ante una concentración elevada del DPN, ya que aunque el 
PPT tenga mayor afinidad  por el ERα (Stauffer y cols., 2000) y el DPN mayor afinidad 
por el ERβ (Meyers y cols, 2001), ambos compuestos son agonistas para los dos 
subtipos del ER. Por otro lado, al combinar ambos compuestos no observamos ningún 
efecto sinérgico en la disminución de las células MHC-II inmunorreactivas, por lo que 
creemos de nuevo, que la acción antiinflamatoria está mediada predominantemente por 
el ERα. 
 
 Finalmente, nuestros hallazgos en las hembras muestran una pérdida de la 
capacidad de la acción antiinflamatoria del raloxifeno, a la dosis de 1 mg/kg, 1 mes 
después de la ovariectomía, en comparación con su actividad antiinflamatoria 1 semana 
después de la ovariectomía, indicando que la duración previa de la privación hormonal 
ovárica podría afectar a los efectos antiinflamatorios de algunos SERMs. La causa de 
estas diferencias podría ser debida a cambios en la expresión de los ERs o de cofactores 
para la transcripción mediada por los ERs en las células neurales. De hecho, nuestros 
resultados indican que la expresión basal del ERα en la microglía disminuye un mes 
después de la ovariectomía en comparación con una semana de ovariectomía. Por otro 
lado, el raloxifeno no afectó a la localización del ERα en la microglía de las ratas 
tratadas con LPS una semana después de la ovariectomía, pero disminuyó la 
localización de ERα en la microglía de los animales tratados con LPS un mes después 
de la ovariectomía. La modificación en la respuesta del raloxifeno debido a la duración 
prervia de la privación de hormonas ováricas podría tener relevancia para el uso 
terapéutico de este SERM. Curiosamente, un estudio reciente ha puesto en evidencia 
que el tratamiento con estrógeno administrado inmediatamente a la vez que la 
ovariectomía en roedores atenúa la producción central y periférica de citoquinas 
proinflamatorias tras un ictus isquémico. Por el contrario, el estradiol no suprimió la 
producción de moléculas proinflamatorias cuando fue administrado 10 semanas después 
de la ovariectomía (Suzuki y cols., 2007). Además, las acciones antiinflamatorias y 
neuroprotectoras del estradiol y los compuestos estrogénicos podrían verse afectadas 
por la duración de la privación de las hormonas ováricas y esto podría al menos 
parcialmente explicar las diferencias observadas en el resultado de la terapia hormonal 
entre mujeres peri y postmenopáusicas (Maki, 2005; Miller y cols., 2005).  
 
Discusión 
 - 158 -
 En resumen, nuestros resultados indican que el 17β-estradiol y los SERMS; 
tamoxifeno y raloxifeno reducen la activación microglial en machos y en hembras, tras 
la inflamación periférica inducida por la administración de LPS, por un mecanismo que 
podría involucrar a los ERs en la microglía. Mientras el tamoxifeno redujo la activación 
microglial en todas las dosis ensayadas, el raloxifeno perdió su efecto antiinflamatorio a 
dosis altas y tuvo por sí mismo un moderado efecto proinflamatorio en el cerebro de las 
ratas hembra, junto con un aumento de las células inmunorreactivas frente a la IL-6 en 
la sustancia blanca. Además, en las hembras, la duración previa de la privación ovárica 
hormonal afecta a la acción antiinflamatoria del raloxifeno. Estos hallazgos indican que 
la modulación de la actividad de los ERs empleando SERMs representa un abordaje 
terapéutico potencial para reducir la activación microglial y el daño en el sistema 
nervioso central después de una inflamación sistémica, y sugiere que la duración previa 
de la privación hormonal ovárica podría afectar a la actividad de algunos compuestos 
estrogénicos en la microglía. 
Conclusiones 
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1. El sobrepeso induce cambios en la respuesta inflamatoria a nivel central, activando a 
las células microgliales en zonas desprovistas de BBB como la EM, y en diversas 
áreas cerebrales involucradas en el control de la ingesta como el VMN y el cerebelo, 
por lo que la microglía podría desempeñar un papel en la respuesta central a 
cambios metabólicos. 
 
2. La leptina puede estar involucrada, al menos en parte, en la activación microglial 
inducida por el sobrepeso, ya que ejerce un efecto sobre la activación de las células 
del sistema inmune innato en el cerebro. 
 
3. La leptina modula la expresión de la IL-6 y del IL-6Rα en la microglía. Esta 
respuesta es diferencial dependiendo del estado inicial de la activación microglial. 
Estos resultados sugieren que la activación de la microglía podría estar involucrada 
en el incremento de los niveles de la IL-6 y el IL-6Rα a nivel central en las ratas con 
sobrepeso. 
 
4. El estado de sobrepeso está asociado a un cambio en la distribución de la 
immunorreactividad para el IL-6Rα en las áreas hipotalámicas involucradas en el 
control metabólico, incluyendo cambios específicos en la distribución de neuronas 
IL-6Rα positivas que expresan el MCH. Esto sugiere que la respuesta a la IL-6 en 
estas áreas está modificada, lo cual podría estar involucrado en los cambios 
metabólicos observados en los sujetos con sobrepeso. 
 
5. La leptina y el estradiol estimulan la expresión de la IL-6, el IL-6Rα y el ERβ en la 
microglía in vitro, indicando que estas dos hormonas pueden tener efectos similares 
en las células inmunes, además de poseer acciones entrelazadas ya que la leptina 
puede modular la respuesta microglial al estradiol, mediante la regulación de la 
expresión de su receptor in vivo e in vitro. 
 
6. La respuesta de la microglía, a la leptina y al estradiol, al menos in vitro, depende de 
su estado de activación, lo que puede ayudar a explicar resultados controvertidos en 
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7. En el cerebelo, la ovariectomía, la acción proinflamatoria del LPS y los compuestos 
estrogénicos modulan de distinta forma el sistema de la IL-6 y su receptor en las 
células de glía de la sustancia blanca y en las neuronas de Purkinje. Esto sugiere que 
la IL-6 está desempeñando funciones distintas en los diferentes tipos celulares de 
esta región cerebral.  
 
8. En la sustancia blanca del cerebelo, el tamoxifeno y el raloxifeno disminuyen la 
activación microglial, sugiriendo que estos SERMs podrían tener utilidad 
terapéutica para disminuir la inflamación cerebral. 
 
9. El receptor de estrógenos ERα participa en la regulación de la activación de la 
microglía en el cerebelo. 
 
10. La duración de la privación de las hormonas ováricas afecta a la activación 
microglial y a su respuesta frente a los compuestos estrogénicos. 
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